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INTRODUCTION
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1. LA MEDECINE PERSONNALISEE EN ONCOLOGIE

1.1. Historique de la prise en charge des cancers et développement
de la médecine personnalisée en oncologie

Le cancer, pathologie connue depuis I'Antiquité, est provoqué par une instabilité
génétique entrainant la prolifération anarchique et excessive de cellules anormales dites
tumorales.! Selon I'OMS, a I’échelle mondiale le cancer est la deuxiéme cause de déces

avec environ 10 millions de morts par an et prés d’un décés sur six d{i au cancer?,

En 2018 en France, l'incidence des cancers est estimée a 382 000 nouveaux cas, la
mortalité a 157 400 par an et le nombre de nouveaux cas de cancers détectés correspond
a plus de 1 000 par jour. Les cancers les plus fréquents sont ceux de la prostate, du sein,
du cblon-rectum et du poumon®. Ces derniéres années, le taux d’incidence du cancer baisse
ou se stabilise. (Figure 1) Le taux de mortalité diminue grace au développement de la
prévention, du dépistage et a I’émergence de traitements innovants ciblés, plus efficaces

avec des effets secondaires mieux controlés.

NOMBRE DE CAS EN 2018 ET EVOLUTION
DU TAUX D'INCIDENCE ENTRE 2010 ET 2018

HOMMES

NOUVEAUX CAS ; FQLORE»CT_AL
DE CANCER EN 2018 W 23000 CAS
382000
s i POUMON
PROSTATE = 33200 CAS
FEMMES
COLORECTAL
20100 CAS
POUMON
15100 CAS
HOMMES FEMMES

Figure 1 : Les cancers en chiffres en 2018 en France, données de I'INCa”

Concernant les traitements, 7,5 millions d’hospitalisations en lien avec le diagnostic,

le traitement ou la surveillance d’un cancer, ont été enregistrées en 2019 (+ 1,3 % par
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rapport a 2018)>. En un siécle, la prise en charge des cancers solides a connu une évolution
constante liée au vieillissement de la population, aux évolutions diagnostiques mais aussi
aux nombreuses innovations thérapeutiques consécutives a la connaissance intime des
processus oncogéniques. La chirurgie a longtemps été la seule option thérapeutique, les
techniques chirurgicales ont significativement évolué a la fin du 19%™e siecle et au début
du 20°™e siécle aprés la mise au point de I'anesthésie générale en 1846. A la méme époque,
face au constat des récidives locales et métastatiques aprés exérese chirurgicale, apparait
la nécessité de développer des traitements complémentaires. Ainsi débute |'utilisation des
traitements systémiques par chimiothérapies et des traitements locorégionaux par

radiothérapie.

Au fil du temps est apparue |I'évidence qu'il n‘existe pas un cancer par organe mais
de nombreux sous-types de cancers présentant chacun des anomalies moléculaires
spécifiques au sein des cellules cancéreuses et de leur environnement. Au début des
années 2000 : la cancérologie « d'organe » a donc évolué progressivement vers une
cancérologie adaptée a l'individu et a sa pathologie. Ce changement de paradigme s’inscrit
dans ce qui est communément nommé la « médecine personnalisée » ou « médecine de
précision ». L'objectif étant de bloquer, contourner ou corriger les anomalies moléculaires
impliquées dans le processus tumoral.® Les grandes instances nationales et internationales

définissent cette médecine personnalisée de différentes fagons :

- Le National Institute of Health (NIH) américain définit une « pratique émergente de la
médecine qui utilise le profil génétique des individus pour guider les décisions
concernant la prévention, le diagnostic et le traitement des maladies »”

- L'objectif selon la Food and Drug Administration (FDA) américaine est d’obtenir « les
meilleurs résultats médicaux en choisissant les traitements qui correspondent au profil
génomique du patient ou a certaines caractéristiques de ses protéines, circulantes ou
localisées a la surface cellulaire »8

- L'Institut National du Cancer (INCa) formalise la définition suivante : « La médecine de
précision, également appelée médecine personnalisée, a ainsi pour objectif de proposer
au patient un traitement adapté aux anomalies de sa tumeur. Elle repose actuellement

sur deux types de traitements, les thérapies ciblées et I'immunothérapie spécifique. »°

Le but de cette médecine « sur mesure » est donc de classer les patients en sous-
populations les plus homogenes possibles des points de vue de leur susceptibilité au
développement d’une maladie, du comportement évolutif et/ou de la réponse
thérapeutique (efficacité, tolérance). Les tests moléculaires visant a identifier par
différentes techniques des anomalies moléculaires spécifiques, sont devenus ces derniéres
années de toute évidence indispensables pour cette médecine de précision dont les enjeux

en oncologie sont :
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- Dépister certains cancers

- Préciser le diagnostic et évaluer le pronostic

- Identifier les patients éligibles a des traitements spécifiques

- Caractériser les modes de résistance et les effets toxiques des médicaments

- Suivre I'évolution de la tumeur au cours des traitements et adapter en temps réel
la thérapeutique

- Identifier les risques familiaux ou environnementaux de développer une pathologie

cancéreuse.

En outre, si depuis les années 2000 la multiplicité des traitements offre de
nombreuses opportunités, elle a indéniablement complexifié la décision thérapeutique en
cancérologie. Ainsi, le décret du 21 mars 2007 a introduit une modification majeure dans
la prise en charge des patients en créant des réunions de concertation pluridisciplinaire
(RCP). La prise de décision collégiale permet une évaluation plus objective des situations,
elle réduit le risque d’erreurs et permet d’uniformiser les pratiques. Aujourd’hui,
s’organisent des RCP dites moléculaires, locales ou régionales voire nationales, avec des
experts oncologues, biologistes moléculaires, anatomopathologistes, pharmaciens, pour

utiliser a bon escient les données de génomiques au bénéfice des patients.

1.2. Thérapie ciblée et biomarqueurs

L'efficacité des cytotoxiques généraux utilisés en chimiothérapies classiques, encore
largement utilisées, exploitent la prolifération rapide des cellules tumorales en bloquant la
division cellulaire ou en induisant I'accumulation de dommages de I’ADN, conduisant a leur
mort. Ces agents chimiothérapeutiques agissent donc préférentiellement sur les cellules
tumorales mais impactent également les cellules saines a capacités proliférantes,
expliquant les nombreux effets secondaires observés. Les thérapies dites « ciblées » ont
pour objectif de bloquer la croissance ou la propagation tumorale, en interférant avec des
anomalies moléculaires propres a la tumeur et absentes des tissus sains. Ces thérapies
ciblées promettent d’améliorer l'efficacité thérapeutique en entrainant moins d’effets

secondaires sur les tissus sains que les chimiothérapies classiques.!?

Il existe deux approches pharmacologiques principales pour le traitement ciblé du
cancer : les anticorps (Ac) monoclonaux (« -mab ») et les petites molécules (« -ib »). Les
anticorps sont généralement caractérisés par une forte spécificité pour une cible précise
offrant potentiellement un traitement peu toxique, ils ne peuvent atteindre que des cibles
présentes a la surface externe des membranes ou extracellulaires. Leur nature protéique
et leur poids moléculaire élevé imposent la contrainte d‘une administration par voie

parentérale (intraveineuse ou sous-cutanée). Depuis 1975, date de la mise en place de
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production contr6lée d’anticorps monoclonaux par C.Milstein et G.Koéhler!!, la preuve de
concept de l'intérét des anticorps thérapeutiques en cancérologie a été acquise dans les
années 1990 par l'utilisation d’un anticorps monoclonal chimérique souris/fhomme dirigé
contre le CD20 a la surface des lymphocytes B, le rituximab utilisé en oncohématologie. La
premiere thérapie ciblée autorisée en France en cancérologie solide a été un anticorps
monoclonal humanisé : le trastuzumab (Herceptin), dirigé contre le domaine extracellulaire
du récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain ou HER2, une protéine de la
famille des récepteurs a activité tyrosine kinase. L'action de cet anticorps inhibe la
dimérisation de HER2, soit la forme active induite par les ligands, et par conséquent
I'activation du récepteur. Le trastuzumab a obtenu I’Autorisation de Mise sur le Marché
(AMM) en 2000 dans le traitement du cancer du sein métastatique pour des tumeurs
présentant une surexpression de la protéine de HER2 a la surface cellulaire qui était
associée jusqu’alors a un mauvais pronostic. Cette découverte majeure effectuée par
M.Shepard, D.Slamon et A.Ulrich, honorée par le prix Lasker en 2019, a été le début d’un
nombre croissant d‘anticorps thérapeutiques en cancérologie mais aussi dans de

nombreuses pathologies.!?

Les petites molécules inhibitrices permettent quant a elles d’atteindre des cibles
extracellulaires ou intracellulaires mais avec une sélectivité variable. Leur faible poids
moléculaire leur permet des formes galéniques administrables par voie orale. En 2001, la
premiére de ces petites molécules inhibitrices qui a obtenu I’AMM en France est I'imatinib
(Glivec), indiqué dans le traitement des leucémies myéloides chroniques (LMC) présentant
une anomalie moléculaire de type translocation t(9;22)'® appelée chromosome
Philadelphie (Ph+). Cette translocation produit une protéine chimérique BCR-ABL
intracelullaire ayant une activité tyrosine kinase constitutionnelle. L’imatinib est un
inhibiteur de tyrosine kinase (ITK) qui entre en compétition avec I’ATP et inhibe I'activité
tyrosine kinase constitutive de la protéine chimérique BCR-ABL et la prolifération des
cellules hématopoiétiques exprimant BCR-ABL. Les résultats de I’étude initiale comparant
imatinib et association interféron alpha - cytosine arabinoside ont montré des résultats
spectaculaires avec une réponse cytogénétique compléte passant de 14.5% a 76.2%
confirmant tous les espoirs reposant sur les thérapies ciblées en oncologie.'? L’efficacité
remarquable de cette molécule, qui de plus épargne les cellules saines n’exprimant pas
BCR-ABL, illustre un siecle plus tard le concept de « magic bullet » postulé par P.Erhlich le
peére fondateur de la chimiothérapie en oncologie. L'imatinib cible également d’autres
récepteurs a activité tyrosine kinase dont c-KIT et PDGFR qui élargiront les AMM en
particulier dans les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST).1%!> En 2005 et 2009,
deux ITK, respectivement I’Erlotinib et le Gefitinib, des petites molécules ciblant le domaine
tyrosine kinase intracellulaire du récepteur du facteur de croissance épidermique de type

1 (ITK-EGFR) avec mutations oncogéniques, obtiennent I'’AMM dans les cancers
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bronchiques non a petites cellules (CBNPC). L'usage de molécules thérapeutiques agissant
préférentiellement sur des oncogénes activés illustre le concept des thérapies ciblées.
Malgré une sélectivité préférentielle des cibles oncogéniques et un effet sur le contrdle ou
la régression tumorale, I'administration d'ITK peut engendrer par manque de spécificité

des effets secondaires altérant la qualité de vie des patients.

L'essor des thérapies dites ciblées utilisant des petites molécules inhibitrices a entrainé
un véritable changement de paradigme dans la prise en charge des cancers dans les années
2000. Fin 2015, un rapport publié par I'INCa faisait état de 43 thérapies ciblées autorisées,
dont 28 avaient fait leur entrée dans l'arsenal thérapeutique entre 2012 et 20156, et ce
nombre ne cesse de croitre. Cette dynamique traduit, en termes cliniques, les progrés
réalisés dans la compréhension et la caractérisation des altérations moléculaires des
cellules cancéreuses. Ainsi, de nombreuses autres cibles oncogéniques ont été
identifiées (BRAF, ALK, MET, ROS1, RET, NTRK, PIK3CA..) et les AMM évoluent
constamment avec des élargissements multi-localisations. Aujourd’hui plus de cinquante
thérapies ciblées sont utilisées en France en AMM ou en ATU (Autorisation Temporaire
d’Utilisation), ces molécules peuvent étre regroupées en plusieurs familles selon le(s)

mécanisme(s) moléculaire(s) qu’elles ciblent (Tableau 1) (Figure 2).

Des altérations oncogéniques ou biomarqueurs moléculaires peuvent étre associés
(mais pas systématiquement) aux thérapies ciblées (Tableau 1). Ils permettent d’identifier
les patients porteurs ou non d‘une altération moléculaire qui guidera la décision de
traitement (médecine stratifiée). On parle alors d’une approche théranostique, néologisme
construit a partir des termes thérapie et diagnostic, qui correspond a une approche
médicale visant a privilégier le développement simultané des aspects diagnostique et

thérapeutique.
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ALK, BRAF, CDK4 and CDK6, CSF-1R,
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NTRK, PI3K, ROS1, SMO, XPO1, VEGFR FLT3
Sustaining Evading
proliferative growth
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Figure 2 : Caractéristiques des cellules tumorales et cibles des petites molécules
inhibitrices, d’aprés Bedard et al., 20207
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Famille Mécanisme d’action  Molécules BM Indications
Récepteurs de la Ac monoclonaux Cetuximab Oui CCR métastatique, cancers ORL
famille HER Panitumumab Oui CCR métastatique
Trastuzumab Oui Cancer du sein HER2+, cancer de I’estomac HER2+
Pertuzumab Oui Cancer du sein HER2+ en association au trastuzumab
Ac bispécifiques Amivantamab Oui CBNPC métastatique EGFR muté par insertion dans I’exon 20
ITK Lapatinib Oui Cancer du sein métastatique HER2+
Gefitinib Oui CBNPC EGFR muté
Erlotinib Oui CBNPC EGFR muté, cancer du pancréas
Afatinib Oui CBNPC EGFR muté
Dacomitinib Oui CBNPC EGFR muté
Osimertinib Oui CBNPC EGFR muté
Poziotinib Oui CBNPC métastatique EGFR muté par insertion dans ’exon 20
Mobocertinib Oui CBNPC EGFR mut¢ par insertion dans 1’exon 20
Voies de Inhibiteur de BRAF Vémurafenib Oui Mélanome BRAF muté, autres tumeurs BRAF mutées
signalisation et Dabrafenib Oui Mélanome BRAF muté, CBNPC BRAF muté
seconds Encorafenib Oui M¢élanome BRAF muté, CCR BRAF muté
messagers Inhibiteur de KRAS Sotorasib Oui CBNPC métastatique KRAS p.(G12C) muté
Inhibiteur de MEK Trametinib Oui En association aux inhibiteurs de BRAF dans les tumeurs BRAF mutées, en monothérapie dans
le cancer de I’ovaire séreux de bas grade
Binimetinib Oui M¢élanome BRAF muté en association a I’encorafenib
Cobimetinib Oui Meélanome BRAF muté en association au vemurafenib
Inhibiteurs de la voie ~ Everolimus Non Cancer du sein métastatique, cancer du rein métastatique
PI3K/PTEN/AKT/m Temsirolimus Non Cancer du rein avancé, lymphomes a cellules du manteau
TOR Alpelisib Oui Cancer du sein métastatique avec mutation PI3K
Idelalisib Non LLC (2%™ intention ou 1%¢ intention avec délétion 17p ou mutation TP53), lymphome
folliculaire
Inhibiteurs ALK, Crizotinib Oui
ROS Alectinib Oui
Brigatinib Oui CBNPC avancé ou métastatique
Ceritinib Oui
Lorlatinib Oui
ITK BCR-ABL Imatinib Oui LMC Ph+, LAL Ph+, GIST CD117+, SMD / SMP PDGFR+, dermatofibrosarcome protuberans
+/- inhibiteur KIT et Bosutinib Oui LMC Ph+
PDGFR Dasatinib Oui LAL Pht+
Nilotinib Oui LMC Ph+
Ponatinib QOui LAL Ph+ avec mutation T3151, LMC Ph+
ITK Bruton (BTK) Ibrutinib Non Lymphomes a cellules du manteau, LLC, macroglobulinémie de Waldenstrom
Acalabrutinib Non LLC
Inhibiteur BCL2 Venetoclax Non LLC
Inhibiteur FLT3 Gilteritinib Oui LAM avec mutation FLT3
ITK FGFR Pemigatinib Oui Cholangiocarcinome avancé ou métastatique avec fusion FGFR2
Erdafitinib Oui Carcinome urothélial avec altération FGFR2 ou FGFR3
ITK JAK Ruxolitinib Non My¢élofibrose primitive ou secondaire a une polyglobulie de Vaquez ou une thrombocytémie
essentielle
Inhibiteur RET Pralsetinib Oui CBNPC avec fusion RET, carcinome médullaire de la thyroide avec altération RET
Vandetanib Non Cancer médullaire de la thyroide
Inhibiteur TRK Larotrc}cqmb Ou% Tumeurs solides avec fusion NTRK
Entrectinib Oui
ir;(l;(;t;t}elgrgvow E/?:rlrflj:c%cl:zib Egﬁ Carcinome basocellulaire localement avancé ou métastatique
Inhibiteur XPO1 Selinexor Non Lymphome B diffus de haut grade a grandes cellules, myélome multiple
Angiogénése Inhibiteur VEGF Bevacizumab Non CBNPC, CCR métastatique, cancer de I’ovaire, cancer du rein métastatique, cancer du sein
(molécules pour la métastatique, cancer du col de I’utérus
plupart multikinases) ~ Ramucirumab Non CCR métastatique, CBNPC, cancer gastrique
Axitinib Non Cancer du rein métastatique
Pazopanib Non Cancer du rein métastatique, Sarcomes des tissus mous
Sunitinib Non Cancer du rein métastatique, GIST, tumeurs neuroendocrines du pancréas
Cabozantinib Non Cancer du rein métastatique, CHC, cancer médullaire de la thyroide
Lenvatinib Non Cancer de la thyroide métastatique, CHC
Sorafenib Non CHC, carcinome rénal avancé, carcinome thyroidien différencié avancé
Regorafenib Non CCR métastatique, GIST métastatique, CHC
Axitinib Non Cancer du rein avancé
Activité IDHI1 Ivosidenib Oui LAM avec mutation IDH1, Cholangiocarcinome avancé ou métastatique avec mutation IDH1,
enzymatique gliome de bas grade avec mutation IDH1
Cycle cellulaire Inhibition des Palbocilcib, Non
CDK4/6 Abemaciclib Non Cancer du sein avancé ou métastatique RH+ HER2-
Ribociclib Non
Réparation de Inhibiteurs de PARP Olaparib Oui Cancer de I’ovaire avec mutation BRCA ou un phénotype HRD, cancer du sein avec mutation
I’ADN iPARP) BRCA
Niraparib Non Cancer de I’ovaire
Rucaparib Non Cancer de I’ovaire
Talazoparib Oui Cancer du sein avec mutation BRCA

Tableau 1 : Les thérapies ciblées autorisées en France en oncologie regroupées par
mécanismes d'action (liste non exhaustive)?18-20

BM : thérapies ciblées disposant d’un biomarqueur associé a leur prescription, CCR : cancer colo-rectal,
CBNPC : cancer bronchique non a petites cellules, LLC : leucémie lymphoide chronique, LMC : leucémie
myéloide chronique, LAL : leucémie aigué lymphoblastique, LAM : leucémie aigué myéloide, CHC : carcinome

hépatocellulaire
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1.3. Connaissance des processus tumoraux pour identifier les
biomarqueurs d’intérét

Dans ce contexte d’individualisation thérapeutique, il est aujourd’hui nécessaire
d’identifier des biomarqueurs prédisant la réponse de l'individu a un traitement. C’est la
compréhension des caractéristiques moléculaires des cellules tumorales (Figure 2) et des

mécanismes de tumorigénése qui permet d’identifier ces potentiels biomarqueurs.

Il existe une régulation complexe assurant I'intégrité du génome et sa stabilité au
cours de I"évolution. L'instabilité génétique remet en cause cette intégrité et va fortement
contribuer au processus de tumorigénése.! Cette instabilité génétique peut avoir deux
origines (Figure 3) :

- Les agents mutagénes exogénes (rayons UV, tabac, produits chimiques,

chimiothérapies, radiothérapies) et endogénes (réactifs oxygénés)?1.22

- Les altérations des mécanismes de réparation de I’ADN?2,
L'instabilité génétique entraine une accumulation d’anomalies génétiques (Figure 3) qui
peuvent étre des mutations ponctuelles au niveau nucléotidique, des perturbations d’ordre
chromosomique (aneuploidies, délétions, inversions, translocations, amplifications) ou des
modifications de la régulation épigénétique. Dans les tumeurs solides, 40 a 100 mutations
peuvent étre présentes dans la séquence codante des génes mais seulement 5 a 15 vont
avoir un réel impact sur la biologie de la cellule tumorale.?® Les mutations tumorales
conférant un avantage prolifératif sélectif (drivers oncogéniques) peuvent ainsi constituer
des biomarqueurs pour les thérapies ciblées, au contraire des mutations
passengers sélectivement neutres ou provoquant un désavantage tel que la sénescence ou
la mort cellulaire.?* Le nombre de ces mutations peut également constituer un
biomarqueur, c’est le principe de la charge mutationnelle ou tumor mutational burden
(TMB) basée sur I'hypothése que le génome tumoral est un driver de l'immunité
antitumorale par I'expression potentielle de néoantigénes qui peuvent étre reconnus par
les lymphocytes T. Le TMB est défini par le nombre de mutations acquises présentes dans
les régions codantes de lI'exome somatique (exprimé en nombre de mutations par
megabase (Mb). Ce TMB est un biomarqueur quantitatif associé, selon les tumeurs, a une
possibilité de réponse a I'immunothérapie (inhibiteurs de checkpoints immunitaires).2>26
On peut cependant noter que peu de néoantigénes efficaces sont produits par les tumeurs,

ainsi l'intérét du TMB reste en discussion (Figure 4).

CHIRON-CHEVALIER Louise-Marie | Apport du NGS et de la caractérisation fonctionnelle
de variants somatiques pour I'accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie @ 15



Altérations des mécanismes de
réparation de ’ADN

Agents mutagénes exogeénes et endogenes :

Rayons UV
Tabac

Chimiothérapie
Radiothérapie

Produits chimiques industriels

Réactifs oxygénés (ROS)

Anomalies génétiques
ponctuelles
(drivers et passengers)

= T

Anomalies
chromosomiques

‘ Anomalies épigénétiques

Progression tumorale — Hétérogénéité tumorale

Figure 3 : Causes et conséquences de l'instabilité génétique
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1.4. Evolution technologique pour la détection des biomarqueurs en
cancérologie : la généralisation du séquencage haut débit

Choisir et mettre en place les technologies indispensables pour une détection fiable,
sensible et spécifique de ces biomarqueurs est une réflexion quotidienne dans les
laboratoires de génétique moléculaire des cancers. En effet, le besoin constant des
nouveaux biomarqueurs moléculaires pour une médecine « faite sur mesure », impose une
veille technologique permanente liée a I'abondance de connaissances et d’innovations
technologiques ces derniéres années, particulierement en génétique et en génomique qui
occupent une place prépondérante. Par ailleurs, on peut noter que la quantité croissante
de données génétiques nécessaires et générées implique une adaptation continue des
besoins informatiques dans les laboratoires de génétique moléculaire. Depuis sa création
en 2005, I'INCa soutient la structuration de la génétique moléculaire en oncologie. Ainsi,
28 plateformes de génétique moléculaire des cancers (PGMC) réparties sur I'ensemble du
territoire ont été labellisées par I'INCa. Celles-ci permettent d'offrir a tous les patients les
analyses de génétique moléculaire indispensables pour toutes les localisations concernées.
La répartition territoriale en France est ainsi suffisante pour que les prélévements tumoraux
parvenant dans les laboratoires habituels d'anatomopathologie ou d'hématocytologie
puissent étre analysés dans des délais compatibles avec la prise en charge thérapeutique
des patients. Cette initiative et la répartition géographique des PGMC labellisées INCa en
France a été saluée pour son efficacité opérationnelle par I'ensemble de la communauté
scientifique internationale.

Les PGMC réalisent les tests moléculaires :

- Déterminant I'accés a une thérapie ciblée ;

- Orientant le processus diagnostique ;

- Participant au diagnostic en complémentarité de parameétres cliniques,

morphologiques, biologiques ;

- Orientant la stratégie de traitement du patient ;

- Permettant le suivi de la maladie résiduelle.

En 2005, les choix de thérapies ciblées étant restreints a quelques molécules et donc a
guelques biomarqueurs, les PGMC utilisaient une multitude de techniques dites « ciblées ».
On distingue les méthodes ciblées indirectes et les méthodes de séquencage ciblées.
Concernant les approches ciblées indirectes, on peut citer parmi d‘autres la PCR
guantitative (ou PCR temps réel), la fusion haute résolution ou high resolution melting
(HRM), le Snapshot, I'HPLC dénaturante, I'analyse MLPA (multiplex ligation-dependent
probe amplification). Pour les approches de séquengage, le séquencage historique par arrét
d’élongation dit de Sanger et depuis les années 2000 le pyroséquencage, ont été largement
utilisés. Une rupture technologique dans I'analyse des génomes a été matérialisée en 2008

par la caractérisation du génome de J.Watson par séquencage haut débit?8. Depuis cette
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date, des innovations technologiques successives ont révolutionné l'usage de la
caractérisation des génomes au sein des laboratoires au bénéfice des patients. Les
demandes en génétique constitutionnelle ont rapidement imposé le séquengage massif ou
NGS pour « next generation sequencing » comme une approche incontournable de
caractérisation des génomes. Parallelement, les développements et la disponibilité
croissante des thérapies ciblées en oncologie depuis les années 2014/2015 ont rendu

incontournable I'usage de ces méthologies.

Suite a ces développements, selon I'INCa, en 2016, 83 000 patients ont pu bénéficier
d’un test pour l'accés a une thérapie ciblée et 35 000 tests ont été réalisés par NGS.®
L'analyse de I'ADN par NGS peut-étre plus ou moins étendue, allant d‘un panel restreint
de génes (généralement limité aux régions codantes et jonctions intron-exon) a I'ensemble
de I'exome « whole exome sequencing » (WES) ou méme du génome entier « whole
genome sequencing » (WGS). Le NGS permet également le séquencage plus ou moins
étendu de I’ARN, on parle de RNAseq qui a remplacé progressivement les technologies
microarrays. (Figure 5) Les dévelopements de plus en plus sophistiqués des méthodes de
séquencage permettent d’aborder I’épigénétique, la caractérisation globale des séquences
promotrices, I’étude de la conformation chromatinienne ou plus récemment d’aborder Ia
génomique sur cellule unique. Pour encadrer I'utilisation du NGS en oncologie, des listes
minimales de génes pour les analyses tumorales (tumeurs solides et cancers
hématologiques) par localisation ont été définies initialement par un groupe d’experts
coordonné par I'INCa. Ces listes sont en constante évolution en fonction des nouveaux
schémas thérapeutiques mis en place.?®

Le NGS a transformé radicalement le criblage moléculaire dans le cadre de l'activité
diagnostique en oncologie car il présente les avantages majeurs suivants :

- La détection multiple des mutations somatiques, c’est-a-dire présentes

uniqguement dans la tumeur, a trés faible fréquence allélique.

- La capacité de multiplexage permettant I'analyse simultanée :

v" d’un grand nombre de génes (exons ou génes entiers) offrant une recherche
exhaustive des cibles donnant accés aux thérapies ciblées

v" d'un grand nombre de patients en paralléle grace aux codes-barres ou
barcodes qui sont des séquences uniques a chaque échantillon intégrées en
début d'analyse NGS.

- L'économie du matériel biologique : quelques nanogrammes d’ADN suffisent pour
séquencer une multitude de génes, avantage capital pour des prélevements
tumoraux précieux et souvent uniques et exigus.

- Le NGS permet en outre I'analyse moléculaire de I’ADN tumoral circulant (ADNtc)
dans les fluides biologiques comme le sang, |'urine, le liquide céphalo-rachidien

entres autres. L’ADNtc pouvant constituer une alternative lorsque le matériel
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tumoral n’est pas disponible (prélevement non réalisable, tissu tumoral altéré ou
non disponible, patient refusant les biopsies), pour suivre la maladie résiduelle ou

détecter une progression précoce (on parle de « monitoring »).30-32

[ Next-generation sequencing (NGS) in human genetics J

v
Gene 1 Gene 2
Whole genome Exon 1 Exon 2 Exon 3| Exon 1 Exon 2
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Figure 5 : Les applications du NGS en génétique humaine?’

CHIRON-CHEVALIER Louise-Marie | Apport du NGS et de la caractérisation fonctionnelle
de variants somatiques pour I'accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie @ 19



Deux technologies NGS (Ion Torrent et Illumina) dominent aujourd’hui le marché et

sont basées sur le principe de séquencage par synthése, c’est-a-dire une méthode de

séquencage durant laquelle un brin complémentaire est synthétisé par addition successive

de désoxyribonucléotides triphosphates a partir d'un brin matrice et d'une amorce

complémentaire. Ces deux technologies NGS présentent quatre étapes communes

présentées dans la Figure 6 33 :

L'extraction des acides nucléiques a partir d’échantillons de diverses matrices
biologiques.

La préparation de librairies : il s’agit d’'une multitude de fragments d’ADN ou d’ARN,
générés par coupures aléatoires soit enzymatiques soit mécaniques, et sur lesquels
sont fixés des séquences connues appelées « adaptateurs » et des identifiants
appelés « barcodes » permettant de séquencer de nombreux échantillons
simultanément. Il existe deux stratégies résumées dans le Tableau 2 : les librairies
par capture (hybridation de I’ADN a des sondes couvrant les régions cibles) et les
librairies par amplicons (amplification multiplexe des régions d’intérét par PCR grace
a des lots d’amorces). Ces librairies sont ensuite purifiées.

L'amplification clonale : les librairies sont amplifiées par PCR afin de générer
suffisamment de matériel pour I’étape suivante, chaque technologie propose une
amplification clonale différente (Tableau 2). Pour la technologie Ion Torrent, cette
étape est une PCR en émulsion. La majorité des gouttelettes aqueuses aprés
amplification contient une microbille recouverte d'un fragment unique d’ADN qui
sera séquencé. Pour la technologie Illumina, I'amplification est réalisée par PCR en
pont ou « bridge PCR » sur le support solide (lame de verre appelée « flow cell »).
Un fragment s’hybride par son extrémité libre sur une amorce adjacente formant
un pont, et un brin complémentaire est synthétisé. Les ponts d’ADN double-brin
sont ensuite rompus par dénaturation, et un nouveau cycle d’amplification
commence. A l'issue de I'amplification, les groupes de fragments d’ADN identiques,
ou clusters, recouvrent la flow cell.

Le séquencage : un brin complémentaire du fragment d’ADN immobilisé est
polymérisé a partir des amorces universelles de séquencage. L'incorporation des
nucléotides au niveau du brin d’ADN néo-synthétisé est suivie en temps réel par
différents systémes de mesure (Tableau 2) : l'acquisition d'un signal fluorescent
émis par le nucléotide incorporé pour la technologie Illumina (systéme de détection
optique), ou la mesure d’une baisse de pH consécutive a la libération d’un proton
par liaison phosphodiester formée pour la technologie Ion Torrent.

L'analyse bioinformatique des données brutes de séquencage : les données brutes
de séquencage doivent étre transformées en données de séquence, puis « filtrées »

pour éliminer les séquences des adaptateurs, les séquences de mauvaises qualité,
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les séquences polyclonales et les séquences de petite taille. Puis chaque séquence,
appelée « read », est alignée sur le génome de référence pour mettre en évidence
les variations. L'ensemble de ce traitement bioinformatique des données constitue
le « pipeline bioinformatique » que chaque laboratoire de génétique moléculaire a

la liberté de mettre en place en interne ou d’externaliser auprés de prestataires.

Les technologies NGS sont puissantes mais présentent quelques faiblesses, notamment
la faible longueur des fragments séquencés (< 150 paires de bases (pb)). Les génomes
contiennent souvent de nombreuses séquences répétées d’une longueur supérieure a celle
des fragments lus par NGS, ce qui entraine des difficultés dans I'assemblage sur le génome
de référence. Par conséquent, un grand nombre de génomes séquencés sont disponibles
sous une forme trés fragmentée, en centaines ou milliers de contigs individuels (séquence
génomique continue obtenue par lI'assemblage des fragments chevauchants d’une librairie
d’ADN). De méme, les variants structuraux (réarrangements génomiques de plus de 50
pb) entre les génomes de différents individus sont difficiles a détecter par NGS, or ces
réarrangements peuvent étre des altérations génétiques d'importance clinique majeure.
De plus les méthodes NGS ne permettent pas de caractériser des isoformes de transcrits
générés par épissage alternatif de facon certaine. Enfin, du fait que le NGS nécessite une
étape d’amplification par PCR, les régions génomiques avec un pourcentage élevé de GC
sont souvent sous-représentées, car elles sont moins bien amplifiées par PCR. Ainsi,
rapidement aprés l'apparition du NGS, des technologies dites de troisiéme génération
(TGS, third generation sequencing) ou de lectures longues (long read) sont apparues et
sont actuellement d’usages limités en pratique clinico-biologique. Elles se caractérisent par
le séquencgage, en temps réel de molécules uniques et permettent de générer des lectures
d’'une longueur de plusieurs kilobases voire méme des centaines de kilobases.3* Ces
technologies ont été utilisées pour effectuer entres autres les séquencgages télomeére a
télomeére des chromosomes pour finaliser la caractérisation du génome humain.3” La Figure
7 résume les avantages des technologies /ong read par rapport au NGS. Deux alternatives
TGS sont actuellement disponibles :

v La technologie single molecule real time sequencing (SMRT) avec le systéme PacBio

(société Pacific Biosciences)3®,
v La méthode nanopore avec l'équipement MinION (société Oxford Nanopore

Technologies).3”
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Figure 6 : Principe du NGS, adapté de Hess et al., 202033

1. Extraction des acides nucléiques a partir de I'échantillon. 2. Préparation des librairies pour obtenir une
population de fragments d'ADN de longueur définie avec des séquences d'oligoméres définies aux deux extrémités
pour étre compatibles avec la technique de séquencage appliquée. 3. Séquengage des librairies. 4. Analyse

bioinformatique des données.

Librairies et amplification clonale

Séquencage

PCR en émulsion

*%Z***

Les différents fragments d'ADN simple brin sont fixés sur les microbilles

e 13}
_gg

Ion Torrent

via les adaptateurs (dans un rapport quantitatif permettant
majoritairement la présence d'une seule molécule d'ADN sur chaque
bille). Au sein de réacteurs individualisés, les fragments initiaux a la

surface des billes vont subir différentes étapes d'amplification.

Séquengage par semi-conduction (ions H+)

KZ“\H

consequtive introduction
— /\T

of natural dNTPs
AN C— \

dGTP dCTP dTTP GAV
M :
=

Détection de la libération des protons a chaque intégration d’un nucléotide
au cours de 1’élongation. L’incorporation séquentielle de chaque nucléotide

permet de détecter ceux qui ont été incorporés au brin complémentaire.

«Bridge » PCR ou PCR en pont

[

Hybridation d’un fragment (support solide), synthése du brin

unln'l"

e (uulh. gl

Illumina

complémentaire, hybridation de I’extrémité libre, création d’un double
brin puis dénaturation et nouvelle synthése aboutissant a la création

d’une multitude de clusters de brins d’ADN identiques.

Séquengage avec détection optique (fluorescence)

Tlow cell (not in scale)

Chaque base émet un signal de fluorescence unique lorsqu'elle est ajoutée au
brin en cours de synthése, permettant de déterminer la séquence du brin
complémentaire. Le fluorochrome est ensuite ¢liminé laissant un 3’OH libre

pour I’addition d’un nouveau nucléotide.

Tableau 2 : Principales différences entre les technologies NGS Illumina et Ion Torrent.383°
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Figure 7 : Comparaison des performances des lectures courtes NGS et des lectures
longues TGS, adapté de van Dijk et al., 2018%*

(A) Dans un génome, les régions répétées (en bleu) ne peuvent étre positionnées a des endroits uniques avec
des lectures courtes (NGS). Des lectures qui se situent a l'intérieur de ces régions seront assemblées en un seul
contig. La région entre les répétitions (vert) peut étre placée en amont ou en aval de ce contig bleu (illustré par
les fléches en double-sens), ce qui génere une ambiguité. Par contre, des lectures longues (long reads, TGS) qui
traversent ces régions répétées ne laissent aucune ambiguité. (B) Mise en phase des haplotypes. Les SNP
(singlenucléotide polymorphism : A ou C) ou les variations plus importantes (rouge ou bleu) entre les alléles
maternels et paternels situés trop loin les uns des autres pour étre couverts par une seule lecture seront difficiles
a mettre en phase avec l'alléle parental d'origine. Cela conduira a des trajectoires ambigués qui aboutiront a des
assemblages fragmentés. (C) Plusieurs transcrits (isoformes) peuvent étre générés a partir d’un seul gene par
épissage alternatif. Des lectures courtes de ces isoformes donneront des lectures a l'intérieur des exons présents
dans le mélange (lignes continues) ainsi que des lectures qui chevauchent les jonctions entre les exons (lignes
interrompues). Ainsi, les événements d’épissage alternatif seront détectés ; les jonctions exon-exon détectées
dans le mélange sont indiquées par des lignes rouges. Toutefois, les informations concernant les combinaisons
des jonctions exon-exon dans les transcrits individuels manquent. Des lectures longues qui couvrent les transcrits
entiers fournissent ces informations. (D) Les méthodes NGS dépendent de I'amplification par PCR, ce qui introduit
des biais dans des régions pauvres en GC (a gauche de la courbe) ou trés riche en GC (a droite). Par
conséquent, ces régions seront peu couvertes. Les technologies de TGS n’ont pas besoin de I'amplification PCR
et présentent donc beaucoup moins de biais avec ce type de régions.
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1.5. Interprétation des variants, bases de données et problématique
des variants de signification inconnue

Les variations nucléotidiques par rapport au génome de référence mises en évidence
par NGS, appelées « variants » ou plus communément « mutations », doivent étre
classées grace une interprétation basée sur divers arguments. Par définition, un variant
pathogéne est une altération génétique qui modifie la transcription, la stabilité des ARN
et/ou la fonction des protéines, et qui est responsable d’'une maladie ou augmente la
susceptibilité ou la prédisposition a la développer. A I'opposé, un variant bénin est une
variation nucléotidique sans effet pathogéene identifié.

L'enjeu en génétique des cancers est triple :

- définir I'impact des variants sur le processus tumoral,

- caractériser les cibles théranostiques,

- déterminer les anomalies conférant un potentiel risque héréditaire, périmétre
d’une discipline appelée oncogénétique.

Une harmonisation internationale des pratiques est indispensable pour permettre une
exploitation et un partage efficace des informations génomiques. Celle-ci est conditionnée
en partie par une nomenclature uniforme, fondée sur un ensemble de critéres normalisés.
Cette nomenclature standard des variants génétiques est maintenue et mise a jour par la
Human Genome Variation Society (HGVS).*° D’autre part, une interprétation consensuelle
des variants de génétique moléculaire est nécessaire, elle repose sur un faisceau
d’arguments ayant un poids plus ou moins important dans l'interprétation du variant mis
en évidence. Cet argumentaire correspond aux recommandations internationales publiées
par I’American College of Medical Genetics (ACMG) et I’Association for Molecular Pathology
(AMP) en 2015 et 2016. Cette interprétation est sous la responsabilité exclusive du
biologiste et consiste a combiner ces arguments pondérés afin d’assigner une des 5 classes

suivantes au variant étudié*1-43;

. Classe 1 : Variant bénin

o Classe 2 : Variant probablement bénin

o Classe 3 : Variant de signification inconnue (VSI)
o Classe 4 : Variant probablement pathogéne

o Classe 5 : Variant pathogéne

Lorsqu’un variant est assigné en classe 3, cela ne permet ni de |'utiliser dans la prise en
charge éventuelle du patient et de sa famille, ni d’exclure son caractere causal dans la
pathologie du patient. Le variant peut faire I'objet d’études complémentaires visant a
apporter des arguments permettant de le re-classer en variant d’'une autre classe (études

fonctionnelles in vitro, étude de I'épissage, étude de ségrégation familiale).**

Ces recommandations internationales de classification en 5 classes ont été établies

pour la génétique constitutionnelle bénéficiant de réseaux scientifiques et de bases de

CHIRON-CHEVALIER Louise-Marie | Apport du NGS et de la caractérisation fonctionnelle
de variants somatiques pour I'accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie @ 24



données historiques. La génétique tumorale ou génétique somatique est une discipline plus
récente et de nombreux variants nouveaux ou exclusivement somatiques sont trouvés. En
2021, des recommandations ont été publiées pour standardiser la classification des
altérations somatiques dans les tumeurs solides et tumeurs malignes hématologiques?>
(Figure 8). De méme, les bases de données se mettent en place progressivement. Les
bases de données utilisées en génétique somatique sont de deux types :
o Les bases de données de populations controles : elles permettent de connaitre la
fréquence du variant dans la population générale (une fréquence importante est en faveur
du caractére bénin du variant). Les bases 1000 Genomes?*®, ESP (NHLBI Exome
Sequencing Project)*’, FLOSSIES (Fabulous Ladies Over Seventy)*® et GnomAD (Genome
Aggregation Database)*® en sont des exemples (Tableau 3).
o Les bases de données de patients : elles se sont mises en place progressivement
parallelement au développement du NGS. En génétique tumorale, les plus consultées sont
les suivantes (Tableau 4) : COSMIC®?, Clinvar®!, The Cancer Genome Atlas (TCGA)>?,
OncoKB®3, My cancer genome®*, HGMD (Human Gene Mutation Database)>>, LOVD
(Leiden Open Variation Database)>®, OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)?’,
DoCM (Database of Curated Mutations)*®, CIViC (Clinical Interpretation of Variants in
Cancer)®, CGI (Cancer Genome Interpreter)®. Certaines bases sont spécifiques de
génes ou spécifiques de certaines pathologies et ne peuvent pas étre citées
exhaustivement. Il existe également de nombreuses bases de données locales propres a
chaque laboratoire qui restent a exploiter. Certains variants sont rapportés dans les bases
de données avec des informations erronées ou incomplétes, il est donc indispensable de

vérifier la source des informations et de les croiser.
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Figure 8 : Arbre décisionnel pour la classification des variants somatiques, d’aprés
Koeppel, F. et al.*>
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Base de données

Contenu - Spécificités de la base de données

1000 Genomes

- 3511 génomes de sujets non apparentés issus de 26 populations
différentes
- principalement adaptée a l'interprétation de variants non exoniques

ESP

6503 exomes de sujets non apparentés, les individus séquencés sont
stratifiés en deux populations : EA (european-americans) et AA
(african-americans)

FLOSSIES

variants identifiés dans une population controle de 10 000 femmes de
plus de 70 ans pour 27 génes impliqués (ou possiblement impliqués)
dans les prédispositions au cancer du sein

GnomAD

- 123 136 exomes et 15 496 génomes entiers (permettant
d’appréhender la fréquence des variants non-exoniques de maniére
plus précise que 1000 Genomes) de sujets non apparentés issus de
diverses études populationnelles ou spécifiques de certaines maladies
- les données incluent les données des bases EXAC, 1000 Genomes et
partiellement d'ESP

- intégre des populations qui ne sont pas représentées dans les autres
bases de données, comme la population juive ashkenaze

- base de données la plus puissante actuellement en termes de
nombre d’individus séquencés

- contient possiblement des données génomiques d’individus avec des
maladies Mendéliennes ou complexes, comme des cancers, des
maladies psychiatriques, des démences, ou des maladies
inflammatoires. Le nom des séries incluses est consultable sur le site
internet mais l'information sur la présence de malades n’est pas
précisée.

Tableau 3 : Bases de données de populations contréles et leurs spécificités
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Base de données

Contenu - Spécificités de la base de données

COSMIC

Base internationale la plus compléte pour explorer l'impact des mutations
somatiques dans le cancer humain (>10 000 000 de mutations cataloguées). Les
mutations sont répertoriées avec une prédiction in silico d'impact fonctionnel,
une distribution par tissu, les voies de signalisation impactées et des références
bibliographiques. Cette base ne propose pas directement d'impact clinique, elle
est utile par son exhaustivité. Il existe deux types de données dans COSMIC : les
données évaluées par un groupe défini d’experts et les données issus d’autres
bases (TCGA>?, ICGC Data Portal®! par exemple).

Clinvar

Base rapportant des variants constitutionnels et des variants somatiques avec
leur annotation selon les 5 classes recommandées.#1-43,51 |es publications prises
en compte dans I'annotation des variants sont exhaustivement rapportées et un
niveau de confiance dans l'interprétation est fourni pour chaque variant par un
groupe d’experts issus de laboratoires cliniques ou de laboratoires de
recherche.”!

TCGA

TCGA est un programme lancé en 2005 par le National Cancer Institute (NCI) et
le National Human Genome Research Institute. Ce projet a permis la
caractérisation moléculaire de plus de 20 000 échantillons primaires de cancer et
d'échantillons normaux appariés couvrant 33 types de cancer. Plus de 2,5
pétaoctets de données génomiques, épigénomiques, transcriptomiques et
protéomiques ont été générées. Ces données qui ont déja permis d'améliorer le
diagnostic, le traitement et la prévention du cancer, sont accessibles au public et
utilisées par tous les membres de la communauté des chercheurs. Les variants
sont rapportés mais non annotés.>?

OncoKB

Données théranostiques en oncologie : pour chaque altération spécifique de 682
genes du cancer, sont répertoriés I'effet biologique, la prévalence, les
informations pronostiques et les implications en termes de traitement. La base
est développée et maintenue par le groupe Knowledge Systems du Marie Josée
and Henry R. Kravis Center for Molecular Oncology du Memorial Sloan Kettering
Cancer Center. Les informations proviennent de diverses sources, (FDA, NCCN,
ASCO, ClinicalTrials.gov et littérature scientifique).>3

My Cancer
Genome

Données théranostiques en oncologie : contient des données sur 'impact clinique
de 16 871 biomarqueurs moléculaires et sur I'utilisation de 2 861 médicaments
dans 955 types de cancer. Ces informations sont issues de la FDA, des directives
du NCCN et d'autres sociétés professionnelles, de 9 809 essais cliniques, de
publications.>*

HGMD

Collection de données sur les mutations germinales dans les génes associés aux
maladies héréditaires humaines. Actuellement, cette base répertorie 210341
variants dans 8780 génes.>®

LOVD

Base de variants germinaux rapportant une classification clinique, le phénotype
et les références (bases de données et publications). LOVD contient plus de
370000 variants uniques dans 23 030 génes.>%:62

OMIM

Base mise a jour quotidiennement contenant des informations sur toutes les
maladies mendéliennes connues et sur plus de 16 000 génes. OMIM se concentre
sur la relation entre le phénotype et le génotype.>’

DoCM

DoCM est un dép6t de données qui facilite I'agrégation des informations sur les
geénes et variants ayant un ro0le pronostique, diagnostique, prédictif ou
fonctionnel en cancérologie. Elle fournit des listes de variants facilement
interprétables grace a des liens directs vers les sources et publications. Elle
contient actuellement 1364 variants affectant 132 génes.>8

CIViC

Base alimentée par des experts pour l'interprétation clinique des variants en
oncologie, décrivant la pertinence thérapeutique, pronostique, diagnostique des
variants héréditaires et somatiques de tous types. Elle contient actuellement
1678 interprétations de pertinence clinique pour 713 variants affectant 283
genes.>?

CGI

CGI s'appuie sur des méthodes in silico (BoostDM et OncodriveMut) ainsi que sur
les connaissances recueillies dans le domaine public pour annoter les altérations
d'une tumeur selon plusieurs niveaux de preuve et prédire la réponse aux
médicaments. La base contient 1574 biomarqueurs génomiques, 221
médicaments anti-cancéreux et 79 types de cancer.®0

Tableau 4 : Bases de données patients et leurs spécificités
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Lorsque les variants sont VSI ou absents des bases de données, I'argumentaire de la
causalité prend en compte les éléments suivants* :

Des données structurales liées a la nature du variant nucléotidique : variants non-sens,

faux-sens ou synonymes mais aussi les changements de cadre de lecture (frameshift),
les modifications des sites d’épissage, des codons d'initiation de la traduction, et les
grands réarrangements (hors phase ou en phase).

Des prédictions bio-informatiques : lorsque qu’un variant est mis en évidence, il est

nécessaire d’interroger plusieurs logiciels de prédiction, tels que SIFT®3,
MutationTaster®6>, Polyphen-2% ou UMD-Predictor®’. Ces algorithmes attribuent un
score et une classification en faveur de la probabilité du caractére délétére ou bénin d'un
variant faux-sens en fonction de différents critéres : conservation de I'acide aminé (AA)
au cours de I’'évolution, distance physico-chimique entre le résidu aminoacide sauvage et
muté, position dans un domaine fonctionnel connu de la protéine. Certains outils comme
Mutation Taster®46> ou UMD-Predictor®” intégrent a la fois la prédiction d’un effet de I'AA
et d'un effet sur I’épissage. Cependant, pour évaluer un éventuel effet sur I'épissage, il
est préférable d’utiliser des outils de prédiction spécifiques comme MaxEntScan®8,
NNSPLICE®?, GeneSplicer’®, Human Splicing Finder’!, spliceAl’?, SPiP”3 ou encore
SpliceLauncher’, 1l est essentiel de combiner les approches, c'est-a-dire d’'interroger
plusieurs outils et algorithmes, afin d‘obtenir la meilleure sensibilité et la meilleure
spécificité possible. La complémentarité des outils tient au fait qu’ils utilisent des
algorithmes distincts et qu’ils ont été entrainés et validés sur des sets de variants « vrais
positifs » et « vrais négatifs » distincts.

Des données bibliographigues : une revue de la littérature concernant le variant a classer

est nécessaire.

Des criteres cliniques : les informations cliniques et anatomocytopathologiques sont

indispensables. En effet, une confrontation clinico-biologique dans le cadre d'une RCP
avec le clinicien prenant en charge le patient et en présence d’un biologiste et d’un
pharmacien est nécessaire afin de préciser la corrélation phénotype-génotype et d’étayer
le choix thérapeutique le plus adapté, on parle de « RCP moléculaires ». Afin d’harmoniser
I'interprétation des analyses moléculaires cliniqguement pertinentes, la classification
« ESMO Scale for Clinical Actionability of molecular Targets » (ESCAT)’> a été proposée
en 2018 par I'European Society for Medical Oncology (ESMO). L'ESCAT classe les
altérations génomiques selon les niveaux d’évidence soutenant leur valeur en tant que
cibles cliniques. Cette classification définit 6 classes dont I'ESCAT I ou la thérapie est
associée dans les essais a une amélioration de la survie et I'ESCAT II ou la thérapie est
associée a une réponse anti-tumorale dans le type de cancer étudié sans connaitre
I'amplitude du bénéfice. Au-dela (ESCAT III a VI), aucune preuve de bénéfice clinique

n'est apportée. (Tableau 5)
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Les variants associés : au-dela de la cible théranostique, certaines mutations de

résistance peuvent apparaitre entrainant un switch thérapeutique (vers une nouvelle
thérapie ciblée ou vers une chimiothérapie), les sites métastatiques peuvent présenter
un profil moléculaire différent de la tumeur primitive expliquant une progression tumorale
hétérogene. Parfois plusieurs tumeurs concomitantes ou certaines associations de

mutations peuvent étre prédictives de la réponse au traitement’®.

Les données fonctionnelles disponibles : des études fonctionnelles in vivo ou in vitro

montrant I'impact du variant sur le géne ou son produit peuvent constituer un argument
de poids dans l'interprétation. Les types de tests fonctionnels sont nombreux. Il est a
noter qu'il n‘existe que trés peu de tests fonctionnels concernant les génes impliqués dans
la cancérogénése, qu'il s’agisse des oncogénes tels qu’EGFR dans les cancers
bronchopulmonaires ou des suppresseurs de tumeurs tels que BRCA1 et BRCA2 dans les

tumeurs du spectre du syndrome seins-ovaires, étudiés dans ce travail.
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ESCAT evidence tier Required level of evidence Clinical value class Clinical implication
Ready for rou- I: Alteration-drug I-A: prospective, randomised clinical trials show Drug administered to patients  Access to the treatment
tine use match is associated the alteration-drug match in a specific tumour with the specific molecular should be considered
with improved out- type results in a clinically meaningful improve- alteration has led to standard of care
come in clinical ment of a survival end point improved clinical outcome
trials 1-B: prospective, non-randomised clinical trials in prospective clinical
show that the alteration-drug match in a spe- trial(s)
cific tumour type, results in clinically meaning-
ful benefit as defined by ESMO MCBS 1.1
I-C: dlinical trials across tumour types or basket
clinical trials show clinical benefit associated
with the alteration-drug match, with similar
benefit observed across tumour types
Investigational Ii: alteration-drug II-A: retrospective studies show patients with the  Drug administered to a mo- Treatment to be consid-
match is associated specific alteration in a specific tumour type ex- lecularly defined patient ered ‘preferable’ in
with antitumour ac- perience clinically meaningful benefit with population is likely to result the context of evi-
tivity, but magni- matched drug compared with alteration-nega- in clinical benefit in a given dence collection ei-
tude of benefit is tive patients tumour type, but additional ther as a prospective
unknown I1-8: prospective clinical trial(s) show the alter- data are needed registry or as a pro-
ation-drug match in a specific tumour type spective clinical trial
results in increased responsiveness when
treated with a matched drug, however, no
data currently available on survival end points
Hypothetical Il: alteration-drug lIl-A: clinical benefit demonstrated in patients Drug previously shown to Clinical trials to be dis-
target match suspected to with the specific alteration (as tiers | and Il benefit the molecularly cussed with patients
improve outcome above) but in a different tumour type. Limited/ defined subset in another
based on clinical absence of clinical evidence available for the tumour type (or with a dif-
trial data in other patient-specific cancer type or broadly across ferent mutation in the
tumour type(s) or cancer types same gene), efficacy there-
with similar mo- 1II-8: an alteration that has a similar predicted fore is anticipated for but
lecular alteration functional impact as an already studied tier | not proved
abnormality in the same gene or pathway, but
does not have associated supportive clinical
data
IV: pre-clinical evi- IV-A: evidence that the alteration or a functional-  Actionability is predicted Treatment should ‘only
dence of ly similar alteration influences drug sensitivity based on preclinical stud- be considered' in the
actionability in preclinical in vitro or in vivo models ies, no conclusive clinical context of early clin-
IV-B: actionability predicted in silico data available ical trials. Lack of clin-
ical data should be
stressed to patients
Combination V: alteration-drug Prospective studies show that targeted therapy ~ Drug is active but does not Clinical trials assessing
development match is associated is associated with objective responses, but this prolong PFS or OS, prob- drug combination
with objective re- does not lead to improved outcome ably in part due to mecha- strategies could be
sponse, but without nisms of adaptation considered
clinically meaning-
ful benefit
X: lack of evidence for  No evidence that the genomic alteration is thera-  There is no evidence, clinical  The finding should not
actionability peutically actionable or preclinical, that a gen- be taken into ac-
omic alteration is a poten- count for clinical
tial therapeutic target decision

Tableau 5 : Classification ESCAT. D’aprés Mateo et al., 20187
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2. EGFR ET CANCERS BRONCHOPULMONAIRES : ENJEUX ET CHOIX
TECHNOLOGIQUES

2.1. Les cancers bronchopulmonaires : généralités

En 2018, le cancer bronchopulmonaire est le 3™ cancer le plus fréquent en France
avec 46 300 nouveaux cas, dont 67% d’hommes et 33% de femmes, avec une forte
progression chez les femmes ces derniéres années. C’est la premiére cause de déces par

cancer en France. En 2017, la prévalence de ce cancer est estimée a 169 718 personnes.®

Le premier facteur de risque de cancer bronchopulmonaire est le tabagisme actif,
responsable de 75% d’entre eux. Le risque relatif de cancer du poumon chez le fumeur est
multiplié par 10 a 15 selon la quantité fumée, et le risque est d’autant plus important que
le tabagisme est débuté précocement. Le tabagisme passif ou environnemental
correspondant a I'exposition a la fumée émise par les fumeurs est également incriminé. Un
excés de risque de 20 a 26% est estimé pour un non-fumeur vivant avec un fumeur.”’-7°
D’autres facteurs de risque exogénes environnementaux ou professionnels sont rapportés :
hydrocarbures aromatiques induisant un stress oxydatif, radioactivité, amiante, poussiére

de silice...””

Depuis plus de 25 ans, le taux de survie nette a 5 ans augmente mais reste mauvais :
13% pour les personnes diagnostiquées entre 1989 et 1993 puis 17% entre 2005 et 2010
et enfin 20% entre 2010 et 2015.8° L’'amélioration peut étre attribuée a lI'laugmentation de
la détection des phases précoces, ainsi qu’aux progrés en termes de traitements tels que
la chirurgie thoracoscopique, la radiothérapie, les thérapies ciblées et, depuis 2015,

I'immunothérapie.

Histologiquement, le cancer bronchopulmonaire constitue un groupe hétérogéne de
cancers qui est divisé en deux grandes catégories suivant le type cellulaire a partir

duquel il se développe :

o Les cancers bronchiques a petites cellules (CBPC) représentant 15% des cancers du
poumon.
o Les CBNPC, sur lesquels se concentrera ce travail, représentant plus de 80 % des

cancers du poumon et regroupant les adénocarcinomes (60% des cas), les carcinomes

épidermoides (30% des cas) et les carcinomes a grandes cellules (plus rares).

Depuis les années 2000, la prise en charge du CBNPC a connu d'importantes avancées
thérapeutiques. La prise en charge des stades localisés (< IIIb selon la classification de
I'International Association for the Study of Lung Cancer®') repose sur la chirurgie complétée
par une chimiothérapie adjuvante en fonction des critéres pronostiques. Pour les stades

localement avancés non résécables, le traitement de référence est la radio-chimiothérapie
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qui peut étre suivie par un traitement d’entretien par immunothérapie anti-PD-L1 pendant
un an (Durvalumab) pour les carcinomes avec expression de PD-L1 = 1%58283, Pour les
stades métastatiques (IV), la prise en charge repose sur les traitements systémiques seuls

ou en association : thérapies ciblées, immunothérapie, chimiothérapie.?4

Malgré les avancées thérapeutiques récentes, le pronostic reste médiocre en raison
notamment de la présence de tumeurs localement avancées ou métastatiques chez la
majorité des patients au moment du diagnostic et par l'apparition de multiples
résistances. Le pronostic est a la fois lié au stade et a la précocité du diagnostic, le
cancer du poumon est généralement évoqué devant la présence ou la persistance de
troubles respiratoires. Les pratiques de dépistage précoces restent malheureusement
peu développées dans ce type de cancer et sont sans doute une perspective a
développer dans les années a venir méme si le conseil majeur en ce qui concerne la

prévention du cancer du poumon reste l'arrét du tabagisme actif et passif.

2.2. Heétérogénéité mutationnelle des CBNPC et opportunités
thérapeutiques

Le CBNPC est un cancer associé a de nombreuses altérations génomiques. Mieux définir
I’'hétérogénéité génétique intratumorale et préciser la diversité des oncogénes activés dans
les CBNPC est un préalable incontournable au succés des thérapies ciblées. En 2004, seules
les mutations de sensibilité de I'EGFR aux ITK et les variants oncogéniques de KRAS étaient
recherchés par des techniques ciblées. Les progrés techniques et le NGS permettent
maintenant de mettre en évidence de nombreuses altérations génomiques en sus de KRAS
et EGFR donnant potentiellement accés a des thérapies ciblées (Figure 9). Par ordre de

fréquence, on peut citer :

e KRAS : 25% des CBNPC. Le plus souvent associées au tabagisme, les mutations de
I'oncogene KRAS affectent principalement les codons 12 et 13 de I’exon 2 et sont décrites
comme étant activatrices des voies de transduction intracellulaire
RAS/RAF/MAPkinases®>8%, Il y a actuellement deux principales implications des mutations
KRAS dans la prise en charge des CBNPC. D'une part, le sotorasib, petite molécule ciblant
sélectivement la mutation KRAS p.Gly12Cys (ou G12C), a obtenu en 2021 une ATU en
monothérapie dans le traitement des patients adultes atteints d'un CBNPC métastatique
muté KRAS G12C et prétraités.®” D’autre part, les altérations inactivatrices du géne

suppresseur de tumeur STK11/LKB1 associées a une mutation activatrice de KRAS sont
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litkes a une moindre efficacité des inhibiteurs de checkpoint immunitaires
(immunothérapie).”®

EGFR : 17% des CBNPC, cette proportion varie avec l‘origine ethnique et le sous-type
histologique, cette fréquence est par exemple de 40% chez les femmes asiatiques non
fumeuses d’'une quarantaine d’années.8:8° La premiére partie de ce travail est dédiée a
I’activité théranostique et a la détection des altérations de I'EGFR.

ALK : le gene ALK, codant pour un récepteur tyrosine kinase (RTK), est impliqué dans
des réarrangements aboutissant a des protéines de fusion oncogéniques. Ces altérations
sont rapportées dans 7% des CBNPC, et le plus souvent chez les patients jeunes, non
fumeurs, de sexe féminin et présentant une histologie d’adénocarcinome.®®-23 Les
réarrangements avec le géne EML4 sont les plus fréquemment décrits dans les CBNPC.%*
Le premier inhibiteur d’ALK a avoir obtenu des autorisations est le crizotinib, petite
molécule ciblant les tyrosines kinases ALK, ROS1 et MET. D’autres molécules sont
aujourd’hui autorisées ou en cours d’étude.®>%6

MET : I'oncogéne MET code pour un RTK. Les altérations de MET représentent 6% des
CBNPC et sont principalement des mutations entrainant un saut d’exon 14 (3%), des
amplifications (3%) ou de trés rares fusions avec des génes partenaires. Des études
précliniques et cliniques ont suggéré que l'activation de MET peut étre un driver
oncogénique ou un facteur de résistance acquise au(x) traitement(s). Les agents ciblant
MET (ITK, petites molécules ou Ac plus ou moins sélectifs de MET) sont une stratégie de
traitement prometteuse pour le CBNPC : certaines molécules possédent déja des
autorisations et d’autres sont en développement.88°7,98

NF1 : Les mutations inactivatrices de NF1 sont présentes dans environ 4% des CBNPC.
Le gene NF1 est un suppresseur de tumeur qui régule négativement la voie de
signalisation RAS/MAPkinases ouvrant la voie aux thérapies ciblées inhibant cette voie.®®-
101

HER2, BRAF, RET : a une fréquence de 2%

ROS1, NTRK1, PIK3CA, AKT1, MEK1 : a une fréquence de 1%
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Figure 9 : Fréguence des altérations génomiques retrouvées dans les CBNPC

Les altérations au niveau des principaux drivers oncogéniques sont clonales et
généralement mutuellement exclusives (KRAS, EGFR, MET, BRAF, ALK, HER2, ..). Les
autres mutations ont tendance a étre sous-clonales et interviennent plus tardivement au
cours de I’évolution tumorale.1%%193 Du point de vue de I'évolution clonale, la co-occurence
d'altérations implique une coopération fonctionnelle favorisant la progression tumorale,

tandis que I'exclusivité traduit plutét une redondance ou un antagonisme.!%4

Le développement de traitements ciblés sur les voies oncogéniques activées, en
particulier I'EGFR, a permis I'accés a un nouvel arsenal thérapeutique efficace dans la prise
en charge du CBNPC (Tableau 6), globalement mieux toléré et offrant aux patients une

meilleure qualité de vie.
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Altérations

Molécule autorisée
(AMM, AAP, AAC, CPC)

KRAS G12C Sotorasib (2L)

EGFR : mutations activatrices (sauf insertions Gefitinib

dans l'exon 20) Erlotinib
Afatinib
Osimertinib

EGFR : insertions dans l'exon 20 Amivantamab (2L)
Mobocertinib (2L)
Poziotinib (2L)
Capmatinib (2L)
Tepotinib (2L)
Crizotinib
Dabrafenib + trametinib (2L)
Entrectinib
Larotrectinib
Selitrectinib
Alectinib
Crizotinib
Brigatinib
Ceritinib
Lorlatinib (2L)
Entrectinib
Crizotinib
Entrectinib
Lorlatinib (2L)
Pralsetinib (2L)
Selpercatinib (2L)

MET : mutations entrainant un saut d’exon 14

BRAF V600E et MEK
Réarrangement NTRK

Réarrangement ALK

Réarrangement ROS1

Réarrangement RET

Tableau 6. Thérapies ciblées disponibles en France dans les CBNPC

AMM : Autorisation de mise sur le marché délivrée par I’Agence Nationale de Sécurité du Médicament (ANSM)
AAP : Autorisation d’accés précoce délivrée par la Haute Autorité de Santé (HAS), sur demande d’un laboratoire,
prescrit a un groupe de patients

AAC : Autorisation d’Accés Compassionnel délivrée par I’ANSM sur demande d’un médecin ou d’une institution
sanitaire pour un patient nommément désigné

CPC : Cadre de prescription compassionnelle délivrée par I’ANSM

2L : a partir de la 2™ ligne de traitement

2.3. CBNPC, EGFR et thérapies ciblées

a) Structure et fonction du récepteur EGFR

Egalement appelé HER1, I'EGFR est un récepteur transmembranaire a activité
tyrosine kinase codé par le géne EGFR comprenant 28 exons et situé sur le chromosome
7 (7p12). La glycoprotéine EGFR (poids moléculaire de 170kDa) appartient a la famille des
facteurs de croissance épidermiques ErbB/HER constituée de 4 récepteurs
EGFR/ErbB1, ErbB2/HER2/Neu, ErbB3/HER3 et ErbB4/HER4. La

protéine EGFR est exprimée dans la plupart des types cellulaires a un taux de 20 000 a

transmembranaires :

200 000 récepteurs par cellule. Au niveau de |'appareil respiratoire, son expression est

forte dans les cellules épithéliales bronchiques et modérée dans les cellules épithéliales
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alvéolaires. Physiologiquement, la protéine EGFR est impliquée dans les mécanismes de
signalisation intracellulaire contrélant la croissance, la survie, I'adhésion, la migration ainsi
que la différenciation cellulaire. L'EGFR correspond au prototype des récepteurs
membranaires a activité tyrosine kinase et présente trois domaines fonctionnels05-107
(Figure 10) :

- un domaine extracellulaire NH2-terminal situé dans le milieu extérieur qui contient
le site de liaison capable de fixer ses ligands spécifiques, le TGF-a et I'EGF sont les
principaux ligands spécifiques de I'EGFR qui jouent un réle clé dans la modulation de
la biologie cellulaire ;

- un domaine transmembranaire hélicoidal amphiphatique qui permet I'ancrage du
récepteur dans la membrane plasmique ;

- un domaine intracellulaire COOH-terminal, présentant entre autres un domaine a
activité tyrosine kinase. Ce domaine comporte un petit lobe qui contient un site de
liaison de I’ATP et un grand lobe qui contient le site catalytique de I'enzyme ainsi

gu’une extrémité cible des phosphorylations.

Le récepteur est inactif sous sa forme de monomeére. La fixation du ligand au
domaine extracellulaire entraine un changement de conformation qui favorise le
rapprochement de deux monomeéres. Le récepteur activé est formé d’'un homo- ou d'un
hétéro-dimére, entre I'EGFR et un autre récepteur de la famille Erb. Le rapprochement des
deux domaines tyrosine-kinases aboutit a l'activation de la fonction tyrosine kinase et
permet l'auto- ou la trans-phosphorylation des différents résidus tyrosine situés a
I'extrémité COOH-terminale intracellulaire du récepteur. Le récepteur activé va pouvoir
s’associer a différentes protéines adaptatrices intracellulaires permettant la transduction
du signal de la surface cellulaire a son noyau. La transduction du signal fait intervenir trois
types de molécules : les protéines a domaines SH2/SH3, les protéines G monomériques et

les protéines kinases. (Figure 10)108
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Figure 10 : La famille Epidermal Growth Factor Receptor et ses voies de signalisation.
D’aprés Mitsudomi, T. & Yatabe, 20071%°

b) Mutations oncogéniques d’'EGFR et thérapies ciblées dans les
CBNPC

Dans les CBNPC, les mutations activatrices du gene EGFR, essentiellement situées
dans les exons 18 a 21 du gene codant pour le domaine tyrosine-kinase (Figure 11),
provoquent une addiction oncogénique, c'est-a-dire une dépendance des cellules
cancéreuses a l'activité d’'un oncogéne qui favorise la survie, la croissance et la progression
des cellules tumorales.'® Le récepteur sous sa forme oncogénique présente une
augmentation de l'affinité a I’ATP présent dans le cytoplasme, il est ainsi activé de fagon
constitutive en I'absence de ligand. Les mutations activatrices les plus fréquentes sont la
mutation p.Leu858Arg dans I’'exon 21 (40%) et les délétions sans perte du cadre de lecture
dans I’'exon 19 (Del19) (45%) impactant principalement la séquence LeuArgGluAla (Figure
11). Certaines mutations activatrices du géne EGFR sont associées a une sensibilité accrue
et d’autres a une résistance primaire ou secondaire aux inhibiteurs de I'activité tyrosine
kinase de I'EGFR (ITK-EGFR).
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Figure 11. Mutations dans le domaine tyrosine-kinase du géne EGFR, d’aprés Yasuda et
al., 2012111

A. Structure et exons du géne EGFR et fréquence des mutations tumorales EGFR dans les CBNPC
B. Représentation tridimensionnelle du domaine tyrosine-kinase de I’'EGFR et position des acides-aminés

concernés par les mutations tumorales EGFR les plus fréquentes

c) ITK-EGFR de premiere, deuxiéme et troisieme génération

Les ITK-EGFR agissent par compétition avec I’ATP au niveau de la poche de fixation

a I'ATP (Figure 12), bloquant les signaux de survie et de prolifération (« choc
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oncogénique ») et induisant un arrét du cycle cellulaire pouvant conduire a |'apoptose de
la cellule tumorale.''?113 Quatre molécules ITK-EGFR possedent actuellement des
autorisations en France : gefitinib et erlotinib (1% génération), afatinib (2¢™e génération)

et osimertinib (3%me génération).
e ITK-EGFR de premiére génération

Les premiers essais cliniques sur le gefitinib et I'erlotinib, inhibiteurs sélectifs et
réversibles, ont permis d’identifier les mutations activatrices p.Leu858Arg et Dell19, puis
de les caractériser comme facteurs de sensibilité aux ITK-EGFR dans les CBNPC de type
adénocarcinomes.'14-116 | es ITK-EGFR de premiére génération ont d’abord obtenu leurs
autorisations en deuxiéme ou en troisiéme ligne aprés un traitement a base de sels de
platine suite a une étude réalisée chez des patients métastatiques ayant un profil de
patients répondeurs (non-fumeurs, de sexe féminin, d’origine asiatique et atteints
d’adénocarcinome).''” Les études ont ensuite porté sur des populations de patients mutés
ou sur des populations enrichies en patients mutés : en plus d’une toxicité moindre, un
bénéfice sur la survie sans progression (SSP) sous ITK-EGFR a été observé
comparativement aux traitements conventionnels (SSP comprises entre 9,2 et 13,1 mois,
versus 4,6 a 6,3 mois pour les différents doublets de chimiothérapie testés) (Tableau 7).
La seule étude européenne comparant la bichimiothérapie a un ITK-EGFR chez des patients
mutés EGFR (étude EURTAC) retrouve des SSP conformes aux précédents résultats (9,4
versus 5,2 mois; HR = 0,42) et une médiane de survie globale (SG) qui n’est pas atteinte
apreés un suivi médian de 19 mois.!!® Les ITK-EGFR sont alors devenus un standard dans
la prise en charge des patients porteurs d‘'une mutation activatrice de I'EGFR, avec des
AMM obtenues en 2009 pour le gefitinib et en 2011 pour l'erlotinib. Ces essais ont ouvert
la voie aux traitements pilotés par une caractérisation génétique ou encore a la notion de

théranostic.

Etude/population Effectif SSP en mois HR (IC95) Tx réponse Tx controle
ITK-EGFR (IC95) vs chimio (%) (%)

IPASS/asiatique 261 ND 0,48 71,2 ND

(G¢éfitinib vs carboplatine-paclitaxel) (pour la population mutée) (0,36-0,64)

WJTOG/asiatique 177 9,2 (8-13,9) vs 6,3 0,49 ND 93

(G¢éfitinib vs cisplatine-docétaxel) (0,34-0,71)

NEJ002/asiatique 228 10,8 (ND) vs 5,4 0,3 73,7 89,5

(Géfitinib vs carboplatine-paclitaxel) (0,22-0,41)

OPTIMAL/asiatique 165 13,1 (10,6-16,5) vs 4,6 0,16 82 96

(Erlotinib vs carboplatine-gemcitabine) (0,1-0,26)

EURTAC/caucasienne 174 9,7 (8,4-12,3) vs 5,2 0,37 58 79

(Erlotinib vs doublet avec cisplatine) (0,25-0,54)

Tableau 7. Essais de phase III comparant les ITK-EGFR de premiere génération a un
doublet de chimiothérapie chez des patients porteurs d’une mutation de 'EGFR 118-122

SSP : survie sans progression ; Tx controle : taux de contréle de la maladie (réponses complétes + réponses
partielles + maladies stabilisées); Tx réponse : taux de réponse (réponses complétes + réponses partielles).
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e ITK-EGFR de deuxiéme génération

Suite aux études LUX-LUNG!?3-125 réalisées a l’échelle internationale, |'afatinib,
inhibiteur irréversible des récepteurs de la famille ErBb, dit ITK-EGFR de « deuxiéme
génération », obtient en 2014 I’AMM dans les CBNPC, localement avancés ou métastatiques
qui présentent une (des) mutation(s) activatrice(s) de I'EGFR. Compte tenu des nombreux
effets indésirables observés, I'afatinib se positionne progressivement dans les contextes
de mutations activatrices rares de I'EGFR comme p.Gly719X ou p.Ser768Ile.126:127
Toutefois, des données francgaises récentes incitent a envisager une chimiothérapie plutét
quun ITK en cas de mutations rares (hors p.Thr790Met et insertions de l'exon 20,
bénéficiant de thérapies spécifiques) puisque la SG s’établit a 27,7 mois vs 16,9 mois sous
ITK-EGFR.1?8 Actuellement, en cas de mutation EGFR rare ou d’association de mutations

EGFR, il est recommandé de discuter la stratégie thérapeutique en RCP.

e ITK-EGFR de troisieme génération

Un ITK-EGFR de troisieme génération inhibiteur irréversible de I'EGFR, I'osimertinib,
a ensuite été développé. Cette molécule de la classe des mono-anilino-pyrimidines se fixe
dans le site de liaison a I’ATP en se liant de maniére covalente sur la Cys797 de I'EGFR. Il
a, dans un premier temps, ciblé avec succés la mutation de résistance p.Thr790M de I'EGFR
et les autres mutations de sensibilité en deuxiéme ligne de traitement apres erlotinib et/ou
gefitinib (étude AURA2).1?° Désormais, en cas de mutation activatrice EGFR, il est
recommandé de proposer un traitement de premiere ligne par osimertinib. L'essai FLAURA,
comparant l'osimertinib a un traitement par ITK-EGFR de premiére génération (erlotinib
ou gefitinib) en 1ére ligne chez les patients présentant une Dell9 ou une mutation
p.Leu858Arg dans I'exon 21 d’EGFR a montré une amélioration significative de la SSP (18,9
mois versus 10,2 mois ; HR=0,46 [0,37-0,57] ; p< 0.001)*30 et de la SG (38,6 mois versus
31,8 mois ; HR=0,799 (0,641-0,957) ; p=0,0462) en faveur du bras osimertinib.!3!
D’autant plus gu’environ 30% des patients dans chaque bras n’ont pas bénéficié d'un
traitement de seconde ligne. Le profil de tolérance (tous grades confondus et grades 3/4)
est en faveur de l'osimertinib. Par ailleurs, I'osimertinib, ITK de troisieme génération,
traverse mieux la barriere hémato-encéphalique et montre une efficacité chez les patients

présentant des méningites carcinomateuses par comparaison au bras controle.!32

e Perspectives d’association des ITK-EGFR

Des essais sont actuellement en cours pour évaluer I'association des ITK-EGFR a
des anti-VEGF!33-135 ou a des chimiothérapies par doublet sels de platine-pemetrexed?!36-

138 ‘montrant des bénéfices en terme de SSP mais au prix d’'une majoration de la toxicité.
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Figure 12 : Impact des délétions et insertions sur l'activation de I'EGFR, d'aprés Vyse &
Huang, 201913°

En absence de mutation activatrice, lors de la liaison avec le ligand, I'hélice C régulatrice pivote d'une
conformation inactive vers I'extérieur a une conformation active vers l'intérieur pour former des interactions clés
avec la boucle p du site actif. Les mutations oncogénes telles que les délétions de I'exon 19 peuvent "tirer" I'hélice
C du cété N-terminal, tandis que les insertions de I'exon 20 "poussent" du c6té C-terminal pour stabiliser I'état
actif de I'EGFR méme en I'absence de ligand.

d) Résistance aux ITK-EGFR

On différencie la résistance primaire ou innée caractérisée par l'absence de réponse
initiale au traitement de la résistance acquise pour laquelle un bénéfice clinique a été suivi

d’une progression de la maladie au cours du temps de traitement.'4°
e Résistance primaire

Observée chez 4 a 10% des patients présentant des CBNPC mutés EGFR, la
résistance primaire aux ITK-EGFR peut avoir deux origines : I'héte ou la tumeur.'*! Les

différents facteurs de résistance primaire aux ITK-EGFR sont résumés dans le Tableau 8.
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Facteurs de résistance primaire aux ITK-EGFR Référence(s)
et mécanisme(s) envisagé(s) ou démontré(s)

Tabagisme par :
- Induction du cytochrome CYP1A1 impliqué dans le métabolisme des Alfieri et al, 2011 142
ITK
- Inhibition de [I'ubiquitinylation du récepteur entrainant sa Cortot et Janne, 2014

:g surexpression

<

s Polymorphismes de la protéine BIM entrainant une dérégulation de la Ng et al., 2012 %3

@ fonction proapoptotique de BIM

E Variants constitutionnels EGFR activant le récepteur EGFR et prédisposant

5 au CBNPC :

B - p.Thr790Met* Bell et a/, 2005 44

5 - p.Val843lle* Matsushima et al, 2014 45
Activation de la voie NFkB : via la surexpression de c-FLIP ou de IKK ou via Bivona et al, 2011 46
I'inhibition de IkB.
Variants EGFR tumoraux de novo diminuant d’affinité du récepteur pour les

5 ITK-EGFR:

] - insertions dans |'exon 20 Vyse et Huang, 2019 13°

E - variant p.Thr790Met* Fujita et al., 2012 47

- - variant p.Asp761Tyr* Toyooka et al., 2007 148

= - variants p. Ser768lle* et p.Val769Leu* Asahina et al, 2006 % et

’: Niogret et al, 2018 150

0 - variant p.Thr854Ala* Zhang et al, 2021 >

)

5 Activation des récepteurs ErbB2 et ErbB3 Erjala et al., 2006 152

[7]

hd

&  Pertes de PTEN Yamamoto et al/, 2010 153

L

Tableau 8 : Facteurs de résistance primaire aux ITK-EGFR

*Résistance démontrée pour les ITK-EGFR de premiére et deuxiéme générations, sensibilité a I'osimertinib en
premiére ligne non étudiée ou en cours d’étude.

e Résistance acquise

Une rechute est inexorablement constatée quel que soit I'ITK-EGFR administré,
illustrant les effets de l'instabilité génomique et donc les capacités d’adaptation des cellules
tumorales. Les mécanismes de résistance acquise sont hétérogénes et peuvent résulter de
deux processus : la sélection clonale (sélection d'un clone préexistant) et la pression
sélective (apparition d’une altération secondaire au traitement conférant un avantage
prolifératif). Dans les CBNPC mutés EGFR, la connaissance des mécanismes de résistance
acquise aux ITK-EGFR est primordiale pour adapter au mieux le traitement : on différencie
la résistance on-target impliquant I'EGFR, de la résistance off-target mettant en jeu un
changement d’addiction oncogénique et des changements phénotypiques!>* (Tableau 9).
Comme l'illustrent les Figures 13 et 14, la résistance acquise aux ITK-EGFR n’est pas
superposable d'une génération d’ITK a l'autre, aussi bien en terme de type de mécanisme
gu’en terme de fréquence de survenue. En effet, suite a l'utilisation de l'osimertinib, dans

un premier temps en deuxiéme ligne puis en premiére ligne de traitement, de nouvelles
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mutations on-target ont été identifiées mais aussi des mécanismes off-target non décrits

jusqu’alors.

Les résistances on-target sont de deux types : les mutations secondaires de I'EGFR
et les surexpressions du récepteur (Tableau 9). La mutation p.Thr790Met de I’exon 20 du
gene EGFR est responsable de 50% des résistances acquises aux ITK-EGFR de premiere
et deuxiéme générations, elle apparait le plus souvent en cis de la mutation driver primaire.
Cette mutation entraine une affinité supérieure du récepteur pour I’ATP et ainsi une
inhibition compétitive de la fixation des ITK-EGFR.155-158 D’autres mutations EGFR moins
fréquentes causent également une résistance acquise et certaines mutations sont
spécifiques a l'osimertinib (en deuxieme ligne et en premiére ligne de traitement), la plus

fréquente étant la p.Cys797Ser, site de fixation de la molécule.'>:16° (Figure 13)

Mutations EGFR secondaires :

) (R/S,
= = €797 5/G
= - 19A !
[} o 1798 3
o
ful . V843l
4'? G745 L7475 D761Y T790M T854A
c
°
[}
c
I Figure 13.Mutations secondaires EGFR. Adapté de Reita et al, 2021169
7}
&  Noir : & progression aprés ITK-EGFR de 18 et 2éme générations
&£  Rouge : a progression aprés ITK-EGFR de 3¢me génération en 2¢™e ligne de traitement
a progression aprés ITK-EGFR de 3¢me génération en 1° ligne de traitement

Surexpression du récepteur : 'amplification de I'alléle muté de 'EGFR contribue a la

résistance acquise avec un impact mal connu161,162

Amplification / surexpression :

- MET (dans la moitié des cas associées a I'apparition du variant p.Thr790Met)163

- - HER2164
o - FGFR1165
I'E _ AXL166
v
& Autres altérations génomiques'®® :
° - Mutations ponctuelles : PIK3CA, BRAF, KRAS, NRAS, MET, CTNNB1...
A - Pertes de PTEN
g - Geénes de fusion impliquant : NTRK, RET, ALK, ROS1, FGFR3, BRAF...
whd
5 Transformations histologiques / changements phénotypiques des cellules
g tumorales?®! :

- Transformation en CBPC
- Transition épithélio-mésenchymateuse (EMT)

Tableau 9 : Principaux mécanismes de résistance acquise aux ITK-EGFR
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Ex 20 T790M pos/neg

C7975/G, C796S, L7981, L792X 8
SV768IL, ins20 Ex 20 C797X, 5768, ins20

T790M Ex 18 L692V, E709K, L718Q, G719A ExiBcras; L7180

Ex 21 V834X, V843X

PI3KCA
BRAF
KRAS
HER2

KRAS, HER2
FGFR1/3

CCOND1/D2
CDKN2A
CDK6
CCNE1

R

CCDND1/D2
CCNE1

RET, ROS1 >

ALK, BRAF CDRNZA RET HER2, FGFR

PI3KCA

AL g o HER2, FGFR oKL ALK, BRAF BRAF, KRAS
G
NAAE KRAS PI3KCA, MET
KRAS, PI3KCA, MET
. EGFR mutations HER2 amplification
2 i Cf DNA lysis (based-PCR, dPCR, NGS,
. EGFR amplification Other amplifications . Histological . Other mutations f ek s 4 3 /
transformation " X 5
. MET amplification Cell cycle amplifications . Unkown W Gene fusions "+ Tissue onalysis (DNA NGS, RNA NGS)

Figure 14 : Mécanismes de résistance aux ITK-EGFR dépendants de la génération d'ITK-
EGFR et de la ligne de thérapie ciblée. D’aprés Reita et al, 2021160

1-2G : ITK-EGFR de premiére et seconde générations ; 3G : ITK-EGFR de troisieme génération ; L1 : premiére
ligne de traitement ; L2 : seconde ligne de traitement

e) Insertions dans I'exon 20 d’EGFR et thérapies ciblées

Les insertions dans I'exon 20 du géne EGFR (Ins20) sont généralement situées
apres I'hélice C du domaine tyrosine kinase (Figures 11 et 12), et sont caractérisées par
des insertions sans modification du cadre de lecture de 3 a 21 bases entre les AA 762 et
774 de la protéine EGFR.1%” Ces mutations sont généralement exclusives des autres drivers
oncogéniques et représentent 4 a 10% de I’ensemble des mutations EGFR dans les CBNPC
(Figure 11).111,139,167,168 | o5 Ins20 entrainent une modification conformationnelle et un
mécanisme d’activation de la kinase différents des autres mutations activatrices EGFR : les
Ins20 sont responsables d’une activation constitutive de I'EGFR en "poussant” I'hélice C du
coté C-terminal du récepteur, stabilisant ainsi I'état actif (Figure 12). Ce mécanisme unique
d’activation entrainerait une résistance de novo aux ITK-EGFR. Les modéles in vitro ont en
effet montré que les protéines mutées par Ins20 les plus répandues sont résistantes aux
doses cliniqguement utilisables des ITK-EGFR réversibles (gefitinib, erlotinib) et irréversibles
(neratinib, afatinib, osimertinib).167:169.170 | 'expérience clinique croissante des patients dont
les tumeurs portent des Ins20 correspond aux données précliniques ; trés peu de patients
ont répondu aux ITK-EGFR.127:171,172
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Le développement récent de plusieurs nouvelles thérapies ciblées inhibant
sélectivement les Ins20 est prometteur pour les futures options thérapeutiques efficaces
des patients atteints de CBNPC :

- le poziotinib et le mobocertinib : ITK inhibant les Ins20 d’EGFR'73-177
- I'amivantamab : anticorps bispécifique de type IgGl humain dirigé contre les
récepteurs EGFR et MET, produit par une lignée cellulaire de mammifere (lignée
ovarienne de Hamster Chinois) par les techniques de I'ADN recombinant!78-180,
Ces trois options thérapeutiques sont actuellement autorisées en France (ACC) en

deuxiéme ligne de traitement des CBNPC avancés ou métastatiques mutés EGFR Ins20.

Il apparait donc qu’une caractérisation moléculaire de I'EGFR est un préalable

essentiel a la prise en charge des patients atteints de CBNPC.

2.4. Deétection des mutations EGFR pour la prise en charge clinique
des CBNPC

a) Tests moléculaires sur échantillons de tissus

La caractérisation des variants génétiques du géne EGFR dans un but diagnostic des
CBNPC doit privilégier les prélévements histologiques. Les cytoblocs (inclusion en paraffine
du culot de centrifugation) permettent également la réalisation d’études
immunohistochimiques et moléculaires. Depuis 2016, |'European Expert Group
recommande au moins 5 biopsies bronchiques pour le diagnostic et 5 biopsies

supplémentaires pour le phénotypage et le génotypage.'8!

Les tests de détection des variants génétiques activateurs de I'EGFR et de BRAF,
NRAS et KRAS ont regu un avis favorable de la HAS pour leur remboursement en 2014 et
2015. Les conditions de réalisation de ces tests sur tissus tumoraux ont fait I'objet de
recommandations de la HAS dans un rapport en septembre 2021. Les populations cibles
des tests correspondent aux patients concernés par les indications définies dans les AMM
des thérapies ciblées associées a leurs tests compagnons ; elles sont estimées a partir des

données d’activité de génétique somatique de I'INCa.'8?

La phase pré-analytique est sous la responsabilité d'un médecin anatomo-
pathologiste. Elle comprend des étapes de préléevement, de préparation, de qualification et

de sélection de I’échantillon :

- La préparation de I’échantillon s’effectue soit par la cryoconservation soit par la
méthode de fixation par le formol suivie d’'une inclusion en paraffine (FFPE pour
formalin-fixed and paraffin-embedded). La fixation des prélévements histologiques

doit se faire immédiatement aprés le prélévement. Les fixateurs a base d’acide
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picrique et d’alcool - formol - acide acétique sont a proscrire. Il a été démontré que
les échantillons de tissus FFPE permettaient a la fois I'analyse morphologique et la

garantie d’une qualité acceptable des acides nucléiques a analyser.183-185

- La qualification de I|échantillon correspond a un contr6le macroscopique et
microscopique de |’échantillon. Elle permet notamment d’identifier la présence
d’éventuels facteurs confondants (tissu nécrosé, cellule stromale), de préciser qu’un
minimum de 100 cellules tumorales étaient analysables (sinon des réserves doivent
étre émises) et surtout de déterminer la cellularité tumorale de I’échantillon.82
L'échantillon destiné a I'analyse génétique doit étre le plus riche possible en cellules
tumorales, car sa contamination par du tissu non tumoral entraine une dilution du
pourcentage d’alléles mutés diminuant de ce fait la sensibilité du test. La cellularité
tumorale de I’échantillon doit étre supérieure a la limite de détection du test ou/ de
la technique d’analyse utilisée, le seuil de 20 a 30% de cellules tumorales est
généralement décrit comme seuil minimal pour interpréter les analyses de biologie
moléculaire. Cependant chaque laboratoire de génétique moléculaire est libre de
pratiquer les analyses sur des échantillons de cellularité tumorale trés faible (<
20%) en fonction du contexte clinique et du matériel disponible. Dans le cas des
CBNPC, les prélevements tumoraux sont souvent pauvres en terme de quantité et

de qualité de matériel.186

La phase analytique du test comprend deux étapes :

- Une premiére étape d’extraction des acides nucléiques a partir du tissu fixé (FFPE)
ou cryoconservé : lyse cellulaire, élimination des protéines et purification /
concentration des acides nucléiques.

- Puis la recherche d‘altérations par technique moléculaire qui repose
essentiellement sur la PCR ciblée sous différents formats et sur le séquengage, il

n’'existe pas de technique de référence.

La phase post-analytique comprend linterprétation, la validation et la
communication des résultats via I’envoi du compte-rendu de génétique moléculaire aux
médecins prescripteurs. Les résultats de |'analyse sont présentés de maniére qualitative
(présence ou absence de variants) et les variants identifiés sont notés selon la
nomenclature internationale HGVS. L’interprétation et la conclusion des résultats doivent
établir I'association variant/sensibilité a la thérapie ciblée sans proposition de traitement.
Le résultat du test génétique va permettre au(x) médecin(s) de statuer sur la stratégie
thérapeutique a adopter. La communication des résultats au patient se fait ensuite par le
médecin clinicien au cours d’une consultation durant laquelle il communique les résultats

du test génétique et le (ou les) choix thérapeutique(s) qui en découle(nt). Le délai de rendu
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des résultats doit donc étre le plus court possible pour pouvoir éclairer la prise de décision

thérapeutique puis initier sans retard le traitement sans perte de chance.

Conformément a la loi en vigueur, tous les laboratoires de biologie moléculaire
doivent étre accrédités par le Comité francgais d’accréditation (COFRAC) selon les critéres
de la norme ISO 15189 (norme de qualité internationale de référence pour les laboratoires
de biologie médicale). Chaque technique d’analyse utilisée par le laboratoire doit faire
I'objet d'un dossier de validation de la méthode reposant essentiellement sur I’'évaluation
des performances de la technique (sensibilité analytique, répétabilité, reproductibilité,
robustesse) et sur la maitrise des risques a chaque étape du processus analytique du

patient, du prélévement de I’échantillon jusqu’a la communication des résultats d’analyse.

Dans le contexte particulier des CBNPC et dans un délai maximum de 3 semaines
calendaires suivant la date de prélévement, une recherche d’altérations moléculaires doit
systématiquement étre demandée lorsque suffisamment de tissu a pu étre obtenu pour le
diagnostic : dans tous les CBNPC non épidermoides et dans les carcinomes épidermoides

des non-fumeurs de stades avancés. Les cibles a rechercher sont les suivantes!82:187 ;

- Deés le diagnostic initial : I'expression de PDL1 (immunohistochimie), les variants
génétiques de I'’EGFR et de KRAS et les fusions des génes ALK et ROS1.

- En option au diagnostic initial et systématiqguement avant la seconde ligne : les
variants de BRAF, les altérations d’épissage de I’'exon 14 de MET et les fusions des
genes RET et NTRK.

- Systématiquement avant la seconde ligne : les autres altérations de MET, les

variants de HERZ2 et les autres fusions (notamment NRG1).

En cas d’insuffisance ou d’absence de tissu tumoral contributif pour I'analyse
moléculaire, ce qui représente en moyenne 10% des prélévements tissulaires adressés aux
laboratoires de biologie moléculaire3!, une alternative s’est progressivement développée :

I'utilisation de biopsies liquides pour étudier I’ADN tumoral circulant (ADNtc).

b) Tests moléculaires dans I’ADNtc

L'identification de cibles moléculaires par I'analyse de I’ADNtc est une évolution
importante dans les pratiques diagnostiques en oncologie moléculaire somatique

appliquées a la médecine personnalisée,30.188,189

Les cellules saines ou tumorales liberent leur contenu et donc leurs acides
nucléiques dans la circulation sanguine, essentiellement lors de l'apoptose ou de la
nécrose.3® On retrouve par conséquent de I’ADN (mais également des ARN de différentes

natures) dans la circulation sanguine. Chez les patients atteints de cancer, cet ADN
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circulant peut étre d’origine tumorale et ainsi porter les anomalies génétiques des cellules
tumorales dont il provient. L'’ADNtc est en proportions trés variables et peut représenter
une trés faible fraction de I’ADN libre circulant, souvent moins de 0,01%.°° Grace au
développement de techniques de biologie moléculaire sensibles et spécifiques, il est
souvent possible de détecter ces anomalies génétiques somatiques dans I’ADNtc. Du fait
des difficultés et de la paucité tumorale des prélévements, le cancer broncho-pulmonaire
est le type tumoral pour lequel l'intérét clinique de l'analyse de I’ADNtc est le plus
documenté et le plus pertinent. Cette analyse est recommandée au moment du diagnostic
d’'un CBNPC métastatique, dans les cas ou |’échantillon tissulaire tumoral utilisé est de
guantité ou de qualité insuffisante pour conduire les analyses moléculaires somatiques :
tissu tumoral épuisé aprés analyse histologique, probléme de fixation, traitement délétere
du prélévement tissulaire (décalcification), mauvaise qualité de I’ADN tissulaire extrait
et/ou résultat non contributif pour diverses raisons.!'88191.192 De méme, lors de la
progression tumorale des patients présentant un CBNPC avec mutation activatrice EGFR et
progressant sous traitement par ITK-EGFR, les mutations de résistance on-target et off-
target peuvent étre recherchées a partir d’ADNtc.193-197 Sj le mécanisme de résistance n’est
pas identifié dans I’ADNtc, une nouvelle biopsie (de la tumeur primitive ou d'un site
ganglionnaire ou secondaire) doit étre systématiquement envisagée pour une analyse
moléculaire sur tissu. Si la biopsie n’est pas réalisable, un second prélevement sanguin
pour analyse sur ADNtc est une option dans les situations de progression lente si cela ne
génere pas de retard de prise en charge. Il est important de préciser que I'absence de
mutation détéctée dans I’ADNtc n’exclut pas la présence de mutation(s) dans le tissu
tumoral.3' De nombreux travaux suggérent que les cinétiques de disparition et d’apparition
des mutations d’EGFR seraient associées a la réponse des patients aux traitements par
ITK194195198 " majs |'utilité clinique de cette observation en pratique courante reste a
démontrer. Aussi, il n‘est a ce jour pas recommandé de suivre de maniere réguliére la
disparition de la mutation princeps d’EGFR et/ou la survenue d’'une mutation de résistance
au cours du traitement, celle-ci doit étre effectuée en cas de progression documentée de

la maladie.

De I’ADNtc peut également étre retrouvé dans d’autres fluides biologiques et étre
analysé dans les mémes indications que celles du plasma : liquide broncho-alvéolaire,
liquide céphalorachidien, liquide pleural. L'élargissement des types de liquides biologiques
utilisés représente une chance supplémentaire de mettre en évidence des cibles de maniére

non-invasive, notamment en cas de métastases cérébrales.199-202

La phase pré-analytique est une étape clé de 'analyse de I’ADNtc plasmatique car
la quantité d’ADN normal libéré par la lyse des cellules sanguines vient progressivement

diluer I'’ADNtc. Deux possibilités : une centrifugation rapide des prélévements sur tubes
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EDTA (dans les 4h suivant le prélévement) ou l'utilisation de tubes de conservation
spécifiques. La technigue analytique utilisée pour étudier I’ADNtc doit étre suffisamment

sensible, avec une limite de détection inférieure ou égale a 2% de fréquence allélique.3!

c) Les techniques de détection des mutations EGFR

De nombreuses méthodes d’analyse ont été appliquées a la détection d’altérations
génétiques dans les tumeurs. Le choix de la technique employée repose sur un compromis
entre divers critéres : la sensibilité, I'adéquation avec le type d’échantillon analysé, le

temps technique, le colit et la disponibilité.

L’ADN extrait de tissus FFPE et des fluides biologiques est fragmenté?%3, ainsi
diverses techniques analytiques peuvent étre appliquées a ces ADN. Deux types de
techniques peuvent étre utilisées pour détecter les mutations EGFR : les techniques dites
ciblées permettant une détection sélective de mutations connues a priori et les techniques
de NGS permettant le séquencage de régions choisies pour un set de geénes d’intérét. Les
techniques les plus couramment utilisées pour détecter les mutations somatiques EGFR

sont décrites dans le Tableau 10.

Concernant les techniques ciblées, I'historique séquencage de Sanger a
progressivement laissé la place a de nouvelles technologies ; pour en citer quelques-unes
(Tableau 10) :

- Le pyroséquencage qui est une technique de séquencage de I'ADN permettant
d’effectuer un séquencage rapide ciblé basé sur la détection chimioluminescente de
pyrophospate libéré lors de la liaison phosphodiester lors de I'addition d‘un
désoxyribonucléotide complémentaire. Sa sensibilité analytique est d’environ 5%
d’alleles mutés.204

- La technique high resolution melting (HRM) ou analyse des courbes de fusion a
haute résolution. La région de I'ADN potentiellement porteuse de la mutation est
d'abord amplifiée par PCR puis les amplicons sont chauffés trés progressivement et
précisément jusqu’au point ol les deux brins d'ADN se séparent. Le principe de
I’HRM est d'observer la température de fusion qui témoigne de la complémentarité
des séquences.?0>

- Des solutions commerciales de PCR quantitative temps réel spécifique d’alléles :
développées pour un set de mutations EGFR. Elles permettent une mise en ceuvre
technique facilitée. Leur sensibilité est variable d'une cible a l'autre (fréquence
allélique de 1 a 10%).

- La PCR digitale (PCRd) consiste a répartir et partitionner le volume réactionnel total
d’'une PCR contenant les cibles et les réactants dans un grand nombre de

compartiments (de quelques centaines a plusieurs millions) de trés faible volume
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(de l'ordre du nanolitre, voire moins). Ces compartiments peuvent se présenter
comme des logettes sur un support solide (micro-chambres) ou d’'une émulsion
huile/eau sous la forme de « nano-gouttelettes ». Ainsi, en principe, la partition des
cibles permet d’isoler les copies sauvages des copies mutées. Le signal fluorescent
des sondes d’hydrolyses (Tagman) spécifiqgues des copies mutées peut plus
facilement se démarquer de celui des copies sauvages, permettant d’améliorer
significativement la sensibilité analytique (de l'ordre de 0,01%). Pour les PCRd,
chaque laboratoire choisit les sondes d’hydrolyse spécifiques des mutations qu'il
souhaite détecter.

La méthode BEAMing (pour Beads, Emulsion, Amplification, Magnetics) combine
PCRd et cytométrie en flux. Aprés une étape de pré-amplification par PCR des
séquences d'intérét, les séquences amplifiées sont liées a des billes magnétiques
puis compartimentées en microgouttelettes dans une émulsion eau-huile. Dans
chaque microgouttelette se produit une réaction PCR. Les billes sont ensuite
purifiées a I'aide d'un aimant puis incubées avec des marqueurs fluorescents. Les

séquences d'ADN ainsi marquées sont ensuite analysées par cytométrie en flux.20®

Principe Technique / description Nombre de Recherche Recherche Limite de
mutations EGFR  sur tissu sur ADNtc  détection
détectées (FA en %)

Pyroséquencage Technique de séquengage de I’ADN Choix du oui non 5%

basée sur la détection de l'activité de laboratoire
I'ADN polymérase avec une autre
enzyme chimioluminescente®®*

HRM Technique d’analyse des courbes de Choix du oui non 5%

fusion®” laboratoire

PCR kit cobas® EGFR Mutation Test v2 18 oui oui Selon les

quantitative en (Roche)?’ mutations

temps réel de 1,3% a

spécifique 13.4%

d’alléles kit Therascreen EGFR RGQ PCR Kit 29 oui Non validée  Selon les

v2 (Qiagen) utilisant les technologies mutations
ARMS (Amplification Refractory de 0,66% a
Mutation System) et Scorpions?*® 16,87%
Cartouches Idylla EGFR Mutation 51 oui non Selon les
Test (Biocartis) utilisant les mutations
technologies PlexZyme et dela
PlexPrime?%%-21 19,1%
PCR digitale PCR Digitale en microgouttelettes a Choix du oui oui
haut débit : laboratoire I ..
. usqu’a
) B19Rad 0,0?% selon
- Raindance 1 .
. a technique
— .Stllla - - - . utilisée
PCR Digitale en compartiments Choix du oui oul
solides ThermoFisher QuantStudio laboratoire

BEAMing PCR Technique combinant PCRd et Choix du oui oui 0,01%

cytométrie en flux?° laboratoire

NGS Panels de séquencage haut débit Choix du oui oui 2%
laboratoire

Tableau 10 : Techniques actuellement utilisées pour la détection des mutations EGFR
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Le nombre de thérapies ciblant des altérations moléculaires spécifiques n'a cessé
d’augmenter en cancérologie ces vingt derniéres années et de nombreuses molécules sont
en phase de développement clinique. Le choix du traitement des patients est de plus en
plus orienté par le résultat de la détermination d'un panel de biomarqueurs spécifique a
chaque localisation tumorale. En conséquence, les laboratoires de génétique tumorale ont
pour la plupart amorcé un virage technologique vers le NGS au détriment des méthodes
ciblées. Cette implémentation du NGS en routine clinique génére un grand nombre de VSI
pour lesquels des tests complémentaires de caractérisation fonctionnelle sont nécessaires
et participent a la décision thérapeutique. Par exemple, la prescription de certaines
molécules de la récente classe thérapeutique des inhibiteurs de PARP (iPARP) est liée a la
présence de variants pathogenes des génes BRCA1 et BRCA2 pour lesquels des dizaines

de milliers de VSI sont aujourd’hui rapportés.
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3. INTERPRETATION DES VSI POUR LA PRESCRIPTION DES
INHIBITEURS DE PARP

3.1. Mécanisme d’action des inhibiteurs de PARP et principe de
létalité synthétique

Les poly(ADP-ribose) polymérases (PARP) sont des enzymes nucléaires impliguées
dans des modifications post-traductionnelles de protéines et dans la synthése de poly(ADP-
ribose). Parmi la famille des PARP composée de 17 membres, les PARP 1 et 2, les plus
connues, jouent un réle important dans la réponse cellulaire aux altérations de I’ADN. Elles
sont en particulier impliquées dans la réparation des coupures simple-brin par le
mécanisme de réparation par excision de base (BER pour Base Excision Repair) en
permettant le recrutement sur le site de la coupure du complexe protéique de réparation.?!!
Si le mécanisme BER est bloqué par I'inhibition des PARP, la coupure simple-brin va devenir
double aprés passage de la fourche de réplication. La coupure double-brin pouvant étre
réparée par la voie de réparation de I'’ADN par recombinaison homologue (RH), il s’ensuit
que l'inhibition pharmacologique des PARP dans une cellule normale n‘a pas de
conséquence significative. Le terme de létalité synthétique a été utilisé pour décrire I'effet
de l'inhibition des PARP dans des cellules déficientes pour la recombinaison homologue du
fait, en particulier, d'une mutation de BRCA1 ou BRCA2 qui participent a cette voie.
L'inefficacité conjointe des deux systémes de réparation entraine des cassures
chromosomiques, un arrét en phase G2 du cycle et finalement I'apoptose (Figure 15).212:213
Les autres protéines PARP ont d’autres fonctions biologiques diverses, comme par exemple
la formation du fuseau mitotique, la spermatogénése, I'immunité innée ou le trafic

intracellulaire.?13

Les iPARP sont des inhibiteurs compétitifs analogues du NAD+ essentiel a I'activité
de parylation. Ils forment une nouvelle classe thérapeutique en cancérologie, dont le chef
de file est I'olaparib. Parmi les molécules actuellement disponibles en France, certaines ont
une prescription liée a un biomarqueur de déficience de la voie de recombinaison

homologue (HRD pour homologous recombination deficiency) (Tableau 11).
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Figure 15. Réle des iPARP dans la létalité synthétique d’aprés Sonnenblick, Amir et al.?13

Molécule Prescription liée a un Biomarqueur Localisations tumorales
iPARP biomarqueur concerné concernées par les
autorisations
Olaparib Oui Mutation BRCA1/2  Ovaire/sein/pancréas/prostate
Statut HRD Ovaire
Niraparib Non - Ovaire

Rucaparib Non en 2¢me |igne

Oui a partir de la 32 ligne Mutation BRCA1/2 Ovaire
Talazoparib Oui Récepteur HER2 Sein
négatif et mutation
BRCA1/2

Tableau 11. iPARP autorisés en France en oncologie et biomarqueur de HRD associé'8-20

3.2. La voie de recombinaison homologue

Parmi les milliers de lésions de I’ADN que subissent quotidiennement les cellules,
cancéreuses ou non, les plus redoutables sont les cassures double-brin (DSB pour Double
Strand Break), car une seule peut conduire a la mort cellulaire si elle n‘est pas réparée
correctement. Ces DSB de I’ADN peuvent étre dues a des mécanismes physiologiques lors
de la méiose et de la maturation des cellules lymphoides T et B. Cependant, la plupart sont
pathologiques, souvent liées a des accidents de la réplication, ou a l'action d’agents

exogenes. Deux grandes voies de réparation de I’ADN peuvent réparer ces cassures : la
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voie de jonction d’extrémités non homologues (NHEJ pour Non-Homologous End-Joining)
et la voie de RH.2!4 L'intervention d’une voie par rapport a une autre est déterminée par
plusieurs facteurs dont principalement la phase du cycle cellulaire dans laquelle la |ésion
est détectée. Lorsque la cellule présente une lésion de I'’ADN, les points de contréle du
cycle cellulaire ou checkpoints induisent le ralentissement ou l'arrét de la progression du
cycle cellulaire et activent en paralléle les mécanismes de réparation appropriés, afin
d’empécher le transfert des erreurs aux cellules filles.?1>216 L es mécanismes de réparation
par RH et NHEJ sont en compétition. Lors d’un défaut des protéines impliquées dans la RH,
la NHEJ prend le relais. De méme, la RH est augmentée lorsqu’un des composants NHEJ

est muté.2l”

La NHEJ est non conservatrice et va fusionner les extrémités des DSB sans tenir compte
de la séquence homologue. Cette voie est la seule active tout au long du cycle cellulaire,
notamment en G1, mais présente |'inconvénient d’étre infidéle et de créer des insertions

ou de délétions de matériel génétique, voire des translocations, lors de la réparation.

La voie de RH est la seule pouvant parfaitement réparer la Iésion. Elle utilise en effet
une copie intacte du génome, le plus souvent la chromatide sceur, comme matrice (ou le
chromosome homologue lors de la méiose). Elle n’est active que lors de la réplication en
phases S et G2. Le mécanisme de réparation par RH des DSB fait appel a 3 types d’acteurs
protéiques (Figure 16) : des « détecteurs » (protéines qui vont identifier les extrémités
d’ADN cassées), des « effecteurs » (protéines qui vont réparer I’ADN) et des « médiateurs
» (protéines qui vont permettre le lien entre les premiers et les deuxiémes acteurs
protéiques).2!® Tout d’abord, lorsqu’une DSB est formée, le complexe MRN la détecte et
recrute la kinase ATM (AtaxiaTealangiectasia Mutated), menant a la phosphorylation du
variant d'histone H2AX. MDC1 reconnait cette forme phosphorylée de H2AX, s'y associe et
recrute de nouveau le complexe MRN (formé des protéines Mrel1, Rad50 et NSb1) et des
E3 ubiquitine ligases (RNF8 et RNF168).219220 | e complexe MRN et la protéine CtIP
interviennent pour initier la résection des extrémités de la cassure.??! L'activation de ce
complexe induit I'activation d’ATM qui va phosphoryler diverses protéines impliquées dans
le remodelage de la chromatine, dans l'arrét du cycle cellulaire et dans la reconnaissance
des extrémités de la cassure. Les extrémités simples brins obtenues a la suite de la
résection sont stabilisées par la protéine RPA (Replication Protein A) qui prévient également
la formation de structures secondaires. Les protéines BRCA1, BRCA2, PALB2, 53BP1,
RAD51 et ses homologues (RAD51B, RAD51C, RAD51D) sont ensuite recrutées afin
d’amener la protéine RADS51 a former un filament nucléoprotéique a partir de I’ADN simple
brin. Une fois celui-ci formé et I'homologie avec la chromatide sceur trouvée, I’ADN
polymérase allonge I'’ADN simple brin par son extrémité 3’ en utilisant I'’ADN

complémentaire comme matrice pour restaurer les nucléotides perdus lors de la cassure.
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Les extrémités sont ensuite refermées grace a une ligase et les brins entrecroisés des deux
chromatides sceurs (« jonctions de Holliday ») sont enfin coupés par la protéine MuS81

résultant en deux brins d’ADN intacts. (Figure 17)2%?

Les génes BRCA1 et BRCAZ2 sont des génes dits « suppresseurs de tumeur », ils codent
respectivement pour les protéines BRCA1 et BRCA2 qui jouent des rdles essentiels dans ce
mécanisme de RH (Figure 17) et dans le maintien de l'intégrité du génome. Dans un
premier temps, la protéine BRCA1 interagit directement avec la protéine CtIP phosphorylée
couplée au complexe MRN formant ainsi le complexe BRCA1-C. Cette interaction permet
de catalyser la résection des extrémités de la DSB afin de générer des extrémités simple
brin. La protéine BRCA1 agit également comme antagoniste de 53BP1, protéine ayant pour
fonction de bloquer la résection des DSB et ainsi, par inhibition du systeme de RH, de
conduire a la mort cellulaire. Par la suite, BRCA1l interagit avec la protéine PALB2
permettant ainsi le recrutement de la protéine BRCA2. La protéine BRCA1 est un acteur
indispensable du processus de RH, les cellules déficientes pour BRCA1 étant incapables de
fixer PALB2, BRCA2 et RAD51 au niveau de la cassure.??3224 La protéine BRCA2 est
également un acteur essentiel de la RH qui participe au recrutement de la protéine RAD51
sur le site de la DSB, et assure ainsi son action d’invasion des extrémités simple brin. De
méme les cellules déficientes pour BRCA2 sont incapables de lier RAD51, perturbant le

processus de RH,223,224

De maniére synthétique, les tumeurs présentant une HRD sont susceptibles de
répondre aux mémes thérapeutiques et peuvent étre classées en deux grandes

catégories selon les anomalies moléculaires :

- les tumeurs présentant une anomalie moléculaire délétére des génes BRCA1 ou
BRCA2,
- les tumeurs présentant un profil BRCAness, terme apparu en 2004 pour définir un

phénotype similaire a celui des cancers mutés BRCA1 ou BRCA2.%2>
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Figure 16 : Les principaux acteurs protéiques de la réparation de I’ADN par
recombinaison homologue, d’aprés Roy et al.?8
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3.3. Tumeurs mutées BRCA1 et BRCA2
a) BRCA1 : généralités

e Structure du géne BRCA1
A partir de I'hypothése d’'un modéle de transmission autosomique dominant préalablement
établi par étude de ségrégation, Mary-Claire King est parvenue a localiser BRCA1 en 1721
en 1990.226 Sa séquence est composée de 5592 nucléotides et code une protéine de 1863
AA. L'ADN génomique s’étend sur 81 kb et comporte 24 exons dont deux considérés comme
non codants : I'exon 1 (majeure partie de la région 5’'UTR, en amont du codon d'initiation
de traduction ATG situé dans I’exon 2) et I’exon 4 (séquence Alu non codante initialement
identifié¢e comme un exon). L'exon 11 représente 3426 pb (60% de la séquence codante
de BRCA1), les autres exons sont de plus petite taille. Les séquences introniques (de tailles
variant de 403 pb a 9,2 kb) représentent 91% du geéne et contiennent une forte quantité

de séquences répétées de type Alu.

e Protéine BRCA1
Il s’agit d’'une protéine de 1863 AA dont seules les régions N- et C- terminales sont
fortement conservées chez les mammiféres.??” Les principaux domaines fonctionnels de
BRCA1 sont (Figure 17)218:

- Un domaine catalytique RING en N-terminal (AA 24 a 64) riche en résidus cystéines.
Ces AA organisés en 4 hélices alpha antiparalléles groupées formant des structures
en doigt de zinc indispensables aux interactions protéiques dans cette région, en
particulier dans la formation d’hétérodiméres BRCA1 avec la protéine BARD1.

- Deux domaines BRCT (BRCA1l C-Terminal domain) retrouvés a l'extrémité C-
terminal. Ils sont constitués d’environ 100 AA. Ils sont repliés en 4 feuillets Beta
paralléles entourés de deux hélices alpha d’un coté et d’'une hélice alpha unique de
I'autre. Ils permettent l'interaction de BRCA1 avec de nombreux partenaires dont
Abraxas, BRIP1 et CtIP.

- Deux signaux de localisation nucléaire (NLS pour Nuclear Localization Signals)

- Un domaine superhélice (coiled coil) permettant a BRCA1l d’interagir avec la

protéine PALB2 lors du processus de réparation par RH.

e Fonctions de BRCA1 en dehors de la RH
Outre son réle dans la RH, BRCA1l est souvent qualifié de « gardien de l'intégrité du
génome » car BRCA1 intervient dans de trés nombreux processus cellulaires, nucléaires ou
cytoplasmiques, la plupart du temps par lintermédiaire d’interactions avec d’autres
protéines :
- La régulation du cycle cellulaire, en assurant le passage d’une phase a l'autre ou

I'arrét de la progression du cycle??822°
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- La régulation de la transcription, en modulant I'activité de différents facteurs de
transcription?230.231

- Le remodelage de la chromatine?3?

- L'activité ubiquitine ligase : BRCA1 s’associe de maniéere constitutive a BARD1
(BRCA1 Associated Ring Domain 1), ce complexe hétérodimérique permet d’induire
I'activité ubiquitine ligase E3 de BRCA1, a l'origine de |'ubiquitination des histones
mais également de nombreuses protéines interagissant avec BRCA1233,234

- La régulation du stress oxydatif : le mécanisme est encore mal compris, mais il a
été rapporté qu’en absence de BRCA1, le niveau des réactifs oxygénés appelés ROS
(Reactive Oxygen Stress) augmente tandis qu’une surexpression de BRCA1 fait
diminuer la concentration des ROS?23°:236

- La mitophagie (voie spécifique d’autophagie visant a dégrader les mitochondries
défectueuses) : I'absence de protéine BRCA1 fonctionnelle entraine I'inhibition de
la voie de mitophagie compromettant ainsi tout le réseau mitochondrial et donc la

survie cellulaire.23”

b) BRCA2 : généralités

e Structure du géne BRCA2

Wooster et al. ont identifié en 1995 le géne BRCA2 dans la région chromosomique
13q12-q13 impliquée dans des histoires familiales de cancer du sein dans des familles
islandaises.?3® Par la suite, Tavtigian et al. (1996) ont déterminé la séquence codante
compléte du géne et sa structure exonique ainsi que son mode d’expression.?3® La
séquence codante du géne BRCAZ2 est composée de 10254 nucléotides et code une protéine
de 3418 AA. L’ADN génomique s’étend sur 84 kb et comporte 27 exons avec trois grands
exons : I'exon 10 (1,1 kb), I'exon 11 (4,9 kb) et I'exon 27 (1,5 kb). Les autres exons ont
une taille variant de 41 pb a 428 pb. Le codon initiateur ATG est situé dans I'exon 2 et

I'extrémité 5'UTR est représentée par |'exon 1.

e Protéine BRCA2
Le géne BRCAZ2 encode une protéine de 3418 AA. Celle-ci présente trés peu d’homologie
avec d’autres protéines et aucune avec BRCA1. Les principaux domaines fonctionnels sont

les suivants (Figure 17)218 .

- Huit motifs répétés BRC d’environ 35 AA chacun dans la partie centrale de la
protéine, ce domaine est impliqué dans l'interaction de BRCA2 avec RAD51.240
- Un motif comprenant 190 AA principalement en hélices alpha (domaine dit

«hélical»)
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- Trois domaines d’environ 110 AA (OB1, OB2 et OB3) présentant une homologie
avec le repliement OB présent chez plusieurs protéines liant I’ADN simple brin

- Deux NLS

- Un site de phosphorylation par des kinases cyclines dépendantes (CDK) qui semble

réguler l'association de RAD51 a un deuxiéme motif de liaison a cet endroit.?*!

e Fonctions de BRCA2 en dehors de la RH
Tout comme BRCA1, la protéine BRCA2 est impliguée dans de nombreux processus

cellulaires et participe a la stabilité du génome :

- La régulation du cycle cellulaire, en controlant le passage de la phase G2 a la phase
M242

- La régulation de la transcription, en médiant I'activité de facteurs de transcription?*3

- La mitophagie?®”

- Le maintien de l'intégrité des télomeéres : grace au recrutement de RAD51 sur I’ADN
des télomeres, BRCA2 prévient la dégradation et la fusion des chromosomes et
facilite la réplication244:245

- La stabilisation des fourches de réplication de I’ADN.246
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Figure 18. Structure de domaines fonctionnels de BRCA1 et BRCA2, daprés Roy et al.?’8
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c) BRCA1, BRCA2 et prédisposition aux cancers

Les altérations constitutionnelles pathogénes des génes suppresseurs de tumeur
BRCA1 et BRCA2 augmentent fortement le risque de cancer, principalement au niveau des
tissus mammaires et ovariens. L'expression de ces deux génes étant ubiquitaire, plusieurs
hypothéses sont envisagées pour expliquer cette spécificité tissulaire : la présence de
mécanismes de réparation redondants dans les autres tissus?#’, la perte d’hétérozygotie
trés fréquente dans les tissus mammaires et ovariens?#8, I'influence des hormones de type

cestrogéne?*® ou encore I'impact de facteurs cancérigénes non génétiques2°0:23t,

Les altérations constitutionnelles hétérozygotes pathogénes des génes BRCA sont
caractérisées par une forte pénétrance toutefois incompléte et variable selon le géne altéré,
I’age et le tissu. Ainsi, une anomalie responsable de la perte de fonction d’un de ces génes
sera a l'origine d’un risque plus au moins important de développer une tumeur du spectre,
sans induire un risque total. Concernant les cancers mammaires, le risque cumulé
d’atteinte d’'un cancer du sein a I'age de 80 ans est de 72% et 69% chez les femmes
porteuses d’une altération pathogeéne de BRCA1 ou BRCAZ2, respectivement. Ce risque
augmente trés rapidement entre I’age de 30 et 40 ans pour les porteuses d’une variation
de BRCAI1, et entre 40 et 50 ans pour les porteuses d’une variation de BRCAZ2. De plus,
une femme ayant été atteinte d’'un premier cancer du sein présentera 40% et 26% de
probabilité de développer un cancer du sein controlatéral 20 ans aprés le premier
diagnostic, si celle-ci est porteuse d’une variation pathogéne de BRCA1 ou BRCA2,
respectivement.?? Chez les hommes, une anomalie de BRCA2 conduira a un sur-risque de
cancer du sein.?32>* Concernant le tissu ovarien, le risque cumulé d’atteinte d’un cancer
de l'ovaire a I'age de 80 ans est de 40% et 17% chez les femmes porteuses d’'une anomalie
de BRCA1 et BRCAZ2, respectivement?>2, Concernant les autres tissus, une variation
pathogéne de BRCA2 détectée chez un individu, homme ou femme, conduira a un risque
cumulé estimé a 5 a 10% de développer un cancer du pancréas?®® et a un sur-risque de
développer un mélanome ou un cancer de I'estomac.2°¢-258 Chez les hommes, une anomalie
de BRCAZ2 conduira a un risque supplémentaire de 3 a 8,6% de développer un cancer de

la prostate.25®

d) Pathologie moléculaire des génes BRCA1 et BRCA2

Les genes BRCA sont considérés comme des genes suppresseurs de tumeur et
répondent donc a I’'hypothése « two-hit » que Knudson avait initialement décrite en 1971
sur des cas de rétinoblastomes.?>° Selon ce modele, les deux alléles du géne doivent étre
inactivés pour rendre la cellule vulnérable a [instabilité génomique et induire la

tumorigenése. Le premier « hit» correspond a linactivation du premier alléle,
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conséquence d‘une altération constitutionnelle pathogéne entrainant une « perte de
fonction » de I'un des genes BRCA tandis que le second « hit » survient sur le deuxiéme
alléle dans les cellules a l'origine du tissu tumoral, sous la forme d’une altération somatique
acquise au cours de la vie. Ce deuxiéme « hit» peut correspondre a une perte
d’hétérozygotie (LOH pour Loss Of Heterozygosity), une variation nucléotidique ponctuelle
pathogéne, ou encore une altération épigénétique comme une hyperméthylation du
promoteur.26° Du fait de l'inactivation des deux alléles, la voie de réparation par RH n’est
plus fonctionnelle et des Iésions s’accumulent dans le génome de la cellule modifiant ainsi

son phénotype basal vers un éventuel phénotype tumoral.
En pratique, on reconnait deux types d’altération de séquence des génes BRCA :

¢ les mutations ponctuelles dont I'effet dépend de la position au niveau :

- Des séquences régulatrices en amont du géne ou dans la région promotrice : les

altérations peuvent entrainer une modification quantitative de I’'expression du géne
(par altération de séquences consensus transcriptionnelles)

- Des régions codantes : les substitutions de type variations faux-sens ou neutres

peuvent affecter le codon d’initiation de la traduction, les différents domaines
fonctionnels ou les sites d’interaction avec les partenaires. Les insertions ou
délétions de petite taille non multiples de trois bases peuvent décaler le cadre de
lecture de I'ARN messager (ARNm) (frameshift) aboutissant le plus souvent a
I'apparition d’un codon stop prématuré entrainant la synthése d’une protéine
tronquée ou l'absence de protéine. Les insertions ou délétions de petite taille
multiples de trois bases peuvent aussi ne pas décaler le cadre de lecture (inframe),
dans ce cas la traduction de I’'ARNm altéré aboutit a une protéine présentant un ou
plusieurs acides aminés ajoutés ou supprimés. Certaines variations, dites
splicéogéniques, sont capables d’affecter I'épissage. Il peut s’agir d'une part de
variations au niveau des jonctions exon/intron reconnues par le splicéosome sur la
base de séquences spécifiques consensus, les sites 5’ et 3’ d’épissage (5'/3’ss, splice
site), également appelés sites donneurs et accepteurs d’épissage, respectivement.
La séquence des 5’ss inclut les trois derniéres bases de I’'exon et les six premiéres
bases de I'intron tandis que la séquence des 3’ss comprend les vingt derniéres bases
de l'intron et les trois premiéres bases de I’'exon.?%1-263 D’autre part, certaines
variations au niveau du site de branchement et la région riche en pyrimidine
essentiels dans l'interaction du splicéosome et des facteurs de régulation avec la
séquence du préARNm peuvent affecter |’épissage.?®* Enfin toute variation a
distance des sites d’épissage constitutifs peut impacter I’épissage en modifiant des
éléments de régulation (SRE, Splicing Regulatory Elements), la force d’un site

d’épissage alternatif ou cryptique ou en créant un site d’épissage de novo.?265:266
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- Des introns : les mutations introniques peuvent perturber |I'épissage par altération
des séquences consensus régulatrices. A noter que l'introduction d’un nouveau site
d'épissage dans une région intronique est susceptible de créer un nouvel exon
appelé pseudo-exon si un site complémentaire préexiste a proximité. A titre
d’exemple, il a été montré que le variant c.6937+594T>G de BRCAZ2 induit une
augmentation de la force d'un 5’ss cryptique et conduit ainsi a l'inclusion d’un
pseudo-exon de 95 nucléotides entre I'exon 12 et 13 du géne BRCA2, responsable
d’un décalage du cadre de lecture.?®” De méme, la variation ponctuelle intronique
profonde c.4185+4105C>T dans l'intron 12 de BRCA1 est a |'origine d’un pseudo-
exon générant un transcrit aberrant et une protéine non fonctionnelle.?%8

- Des régions en aval du géne : elles peuvent perturber I'arrét de la transcription ou
la stabilité de ’ARNm.

e les réarrangements génomiques de grande taille (RGT)
(translocations, inversions, délétions ou duplications d’un exon au géne
entier, voir plus) : ceux intéressant les régions promotrices peuvent altérer
I'expression d’un géne ; les autres, en fonction de leur taille et de leur

position, aboutissent a une protéine tronquée ou a lI'absence de protéine.

e) Analyse des génes BRCA1 et BRCA2

Les génes BRCA sont de grande taille avec des mutations pouvant étre réparties sur
toute la longueur des génes, ce qui nécessite un séquencage complet des parties codantes
et introniques avoisinantes. L’'analyse des génes BRCA est principalement réalisée par
NGS avec la technologie de capture ou par amplicons. La capture semble étre plus
appropriée et plus performante.2®® Le point faible du NGS est le défaut de détection de
grands réarrangements génomiques (notamment les délétions et duplications), nécessitant
une analyse complémentaire du nombre de copies par technique MLPA dans le cadre de
I'analyse germinale.?’® Cette technique n’est malheureusement pas applicable dans le
cadre de I'analyse somatique a cause de la qualité de I'’ADN tumoral extrait trés fragmenté.
Par ailleurs, les techniques de NGS, et plus particulierement la méthode par amplicons,
s’avérent perfectibles pour la mise en évidence de mutations dans les régions
homopolymériques. Comme conclu dans l'article de Wallace en 2016, compte tenu des
difficultés que présente I'analyse tumorale des genes BRCA (qualité de I’ADN tumoral, non

détection des RGT), celle-ci ne peut se substituer a I'analyse constitutionnelle.?’!

Il est cependant crucial de noter que certaines anomalies pathogenes des génes

BRCA peuvent n’étre que somatiques, c’est-a-dire présentes uniquement dans les cellules
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tumorales, c’est le cas de 5 a 10% des carcinomes ovariens?’2:273, environ 3% des cancers

du sein?’* et plus de 12% des cancers avancés de la prostate?’>.

3.4. Anomalies moléculaires des tumeurs de profil BRCAness et
signatures HRD

a) Mécanismes alternatifs de déficit de la voie de RH

De nombreux travaux dont ceux du TCGA ont montré qu’il y avait d’‘autres
mécanismes de HRD que l'inactivation directe des génes BRCA. Les principaux mécanismes
décrits sont I’hyperméthylation du promoteur de BRCA1, les amplifications de EMSY (co-
facteur de BRCA2 et répresseur transcriptionnel) et I'inactivation d’autres génes individuels
altérant la réparation de I’ADN. Progressivement le terme statut HRD vient remplacer le

terme BRCAness dans la littérature.

e L'hyperméthylation du promoteur de BRCA1 correspond a une méthylation
aberrante des cytosines des flots CpG qui sont sous-représentés dans le
génome et généralement localisés au niveau des régions promotrices des
genes. Ce mécanisme épigénétique est responsable d’'une perte
d’expression plus ou moins marquée de BRCA1. Différentes études ont
démontré que I'hyperméthylation du promoteur de BRCA1 est spécifique
aux cellules tumorales, généralement absente des cellules saines, et
fréqquemment associée a une LOH. Ce mécanisme est principalement
rapporté dans les cancers du sein et de I'ovaire a une méme fréquence de
10 a 15%.276-278 |es caractéristiques tumorales de I'hyperméthylation du
promoteur de BRCA1 sont similaires a celles observées en présence de
variations pathogénes des génes BRCA, cependant elle n‘a pas la méme
valeur pronostique.?”?

e La surexpression de EMSY, qui interagit avec I'exon 3 de BRCAZ2, pourrait
constituer un mécanisme d’inactivation de BRCA2 dans les cancers du sein
et de I'ovaire non héréditaires.?7°:280

e Altérations d’autres geénes individuels : le concept BRCAness comprend
initialement les génes acteurs de la RH ou régulant la fourche de réplication
(Figure 16) et les génes de la famille FANC. Des altérations de ces génes
sont retrouvées dans de nombreux cancers dont ceux de l'ovaire, du sein,
de la prostate et du pancréas.?8! Afin de mieux caractériser les altérations
de ces genes dans les différentes localisations tumorales, différentes études
utilisant de larges catalogues de genes voire I'analyse de I'exome ou du

génome entier ont été menées (Tableau 12). Cependant les fréquences de
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HRD publiées sont dépendantes de nombreux facteurs liés aux études :
technique utilisée, génes de RH pris en compte, types histologiques de
cancers étudiés (par exemple cancers du sein de type triple négatif versus
tous sous-types confondus), stade du cancer (primitif ou a progression,

localisé ou métastatique...).

Compte tenu de la diversité et de la complexité des mécanismes en cause, l'identification
de signatures de HRD est progressivement devenue indispensable pour évaluer |'efficacité

de la RH plut6t que des déficiences sur des mécanismes individuels.

Localisation Nombre de Fréquence de Référence
tumorale patients testés HRD

Pancréas 100 24% Waddell et al., 2015282
262 19% Park et al., 2020%%3

Prostate 150 19% Robinson et al., 201528
333 19% Cancer Genome Atlas Network., 201528

Sein 507 30% Cancer Genome Atlas Network., 201228

Ovaire 390 31% Pennington et al., 2014273
489 49% Cancer Genome Atlas Research Network, 201127

Tableau 12 : Quelques fréquences de HRD publiées sur de nombreux échantillons
(n>100)

b) Les signatures HRD

Plusieurs équipes se sont attelées a l'identification des tumeurs HRD via des
signatures transcriptionnelles et mutationnelles. Les premiéres signatures sont basées sur
la mise en évidence de grands réarrangements génomiques témoins d’une instabilité
génomique due a un systéme de réparation inefficace de I'ADN. Il s’agit plutét de
« cicatrices », témoins d’une instabilit¢ génomique, que de tests fonctionnels. Ces
signatures seraient alors des biomarqueurs permettant de prédire la réponse au iPARP.287-
289

Les premiéres études transcriptionnelles s’intéressent a I'expression de tumeurs
mutées BRCA pour définir un profil BRCAness. De maniéere générale, ce profil montre une
meilleure SG et prédit une réponse aux iPARP et aux sels de platine.??%2°1 Cependant les
difficultés rencontrées lors des analyses transcriptomiques et les progrés technologiques
fulgurants des analyses génomiques ont progressivement favorisé |'élaboration de

nouvelles signatures mutationnelles.

Le développement d’outils bio-informatiques a considérablement amélioré
I'exploitation des analyses génomiques. Au-dela des SNV et InDels, la bioinformatique

donne aujourd’hui accés a des données concernant la ploidie, les nombres de copies et le
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statut allélique de chaque région chromosomique aboutissant a un paysage de plus en plus
précis du génome tumoral. En 2013 sur cette base, trois équipes indépendantes ont

proposé des signatures performantes pour la HRD :

- La signature développée a l'Institut Curie repose sur le nombre de changements
(ou cassures) de statut chromosomique (variation du nombre de copies et/ou du
nombre d‘alléles), témoignant d'un remaniement chromosomique. De fagon
surprenante, le nombre total de cassures n’est pas corrélé au statut de RH. Mais en
limitant la mesure aux cassures séparant de grandes régions chromosomiques de
plus de 10 Mb (> 107 pb), la mesure du nombre de changements d’état de grande
taille appelées LST (Large Scale state Transition) (Figure 19), est parfaitement
corrélée au statut de RH. L’analyse combinée des LST et des données de
séquencage pangénomique d’'un nombre restreint de tumeurs montre une bonne
corrélation entre LST et translocation interchromosomique.??? La mise au point de
cette signature a été faite dans des séries de cancers du sein de sous-type triple
négatif (TNBC). La signature a été ensuite validée dans I'ensemble des histotypes
de cancers du sein et dans le cancer de I'ovaire.293:2%4

- La signature développée a Boston par I’équipe d’Andrea Richardson repose sur la
mesure du déséquilibre allélique dans les régions subtélomériques appelé TAI
(Telomeric Allelic Imbalance) (Figure 19). Ce biomarqueur a été mis au point dans
des TNBC et dans des cancers séreux ovariens dans lesquels sa positivité a été
associée a une meilleure réponse initiale aux sels de platine.??>

- Celle initialement développée par la société Myriad Genetics repose sur la mesure
globale de I’'équilibre allélique c’est-a-dire de LOH. La signature HRD-LOH repose
sur la détection de grandes régions (> 15 Mb) de perte d’hétérozygotie (Figure
19).2%

Il est probable qu'il s’'agisse de trois approches bio-informatiques mesurant le méme
parametre d’instabilité génomique. L'exploitation de ces trois signatures a été obtenue par
Myriad Genetics qui propose une solution commerciale (myChoice® HRD) basée sur la
recherche de mutations et RGT des génes BRCA et un score d’instabilité génomique appelé
GIS (Genomic Instability Status) associant LST, TAI et LOH (Figure 19). Myriad Genetics a
présenté un ensemble de données montrant la plus grande performance de ce score
combiné dont le cut-off est 42, notamment pour prédire la sensibilité aux sels de platine
et aux iPARP.2°7 Lutilisation de ce GIS dans un essai clinique a permis de doubler le nombre
de femmes qui, atteintes d'un carcinome de |'ovaire, pouvaient bénéficier d'iPARP.2%8 Le
GIS et le test myChoice® HRD sont par la suite progressivement apparus dans les
recommandations cliniques internationales.?®®-301, Ce test n’est actuellement disponible

gue de maniere délocalisée via un envoi de matériel FFPE au laboratoire Myriad de Salt
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Lake City, la mise en place de ce test en Europe est en cours dans quelques laboratoires

satellites.
TAl LST HRD-LOH
Fragment étendu
jusqu'au télomeére >10Mb < >15Mb — U

— 7

HRD-LOH = Homologous-Repair Deficiency-Loss Of Heterozygosity ; LST = Large-Scale Transitions ;
TAI =Telomeric Allelic Imbalance)

Figure 19 : Principe des trois biomarqueurs constituant le GIS de la solution commerciale
myChoice® HRD, d’aprés Rodrigues et al., 2016°%?

D’autres signatures HRD sont peu a peu développées :

- FoundationFocus™ CDxsrca Lon cOmmercialisé par la société Roche (également
disponible dans le test FoundationOne®CDx) : ce test, a ce jour utilisé uniquement
dans les cancers ovariens, repose sur la recherche tumorale des mutations
pathogénes des génes BRCA et sur la détection d’'une LOH rendue « high » ou
« low » en fonction du pourcentage de perte d’hétérozygotie (avec un cut-off a 16).
Les régions de LOH sont déduites sur les 22 chromosomes autosomes en utilisant
le profil du nombre de copies a I'échelle du génome et les fréquences alléliques sur
les SNP. Cette signature HRD a été validée lors de I'essai ARIEL3 dans lequel le
statut HRD montrant un bénéfice de I'iPARP (rucaparib) dans la population
présentant un statut HRD FoundationFocus CDxsrca Lon est associé a une
amélioration de la survie sans progression avec traitement d'entretien par
rucaparib.303:304 Ce test moléculaire tumoral sur échantillon FFPE n’est aujourd’hui
disponible que de maniére externalisée.

- AmoyDx® HRD Focus Panel (marqué CE-IVD, société AmoyDx) : il s’agit d'un test
réalisé par la technologie HANDLE (Halo-shape ANnealing and Defer-Ligation
Enrichment) évaluant le statut HRD par détection des mutations pathogénes des
genes BRCA et par un score de cicatrice génomique appelé GSS (Genomic Scar
Score) avec cut-off a 50. Une seule étude utilisant ce test est rapportée a ce jour :
il s'agit d'une étude chinoise évaluant l'efficacité et la tolérance de I'iPARP
(niraparib) dans des cancers ovariens.3%°

- Illumina HRD GIS via le test TruSight™ Oncology 500 a usage de recherche pour le

moment (société Illumina) : ce test réalisé par NGS permet d’identifer des variants
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dans 523 génes et évalue l'instabilité microsatellitaire, le TMB et le statut HRD de
I’échantillon tumoral testé.

- Sophia DDM HRD Solution (société Sophia Genetics, test commercialisé en février
2022) : ce test est basé sur I'analyse NGS d’un panel de 28 genes combinée a la
technique WGS « Jow-pass » (LP-WGS). Le LP-WGS est une technologie de NGS
dont le principe est de séquencer le génome entier a faible profondeur et donc a
faible colt. Les informations recueillies sur les SNP, les CNV et les déséquilibres
chromosomiques sont exploitées par une analyse bioinformatique aboutissant a un
score d’instabilité.

- Développement de scores a partir de techniques SNParray : OncoScanDx (société
ThermoFisher) et Infinium CytoCNP-850K v1.2 BeadChip (société Illumina). Le
principe de la technique SNParray est d’identifier des déséquilibres chromosomiques
en étudiant les fréquences alléliques d’'un grand nombre de SNP. Les algorithmes
bioinformatiques sont en cours d’étude pour définir des scores a partir des données
produites par ces tests moléculaires.

- Des solutions académiques sont en cours de développement et utilisent diverses
techniques (SNParray, NGS, deepHRD, CGHarray...).

Ainsi, la recherche d'HRD tumorale, a minima dans les cancers de l'ovaire, est
devenue un impératif. Il semble primordial, pour des raisons de co(it et de délai de prise
en charge clinique, de réaliser la recherche d’altérations BRCA et de statut HRD lors de la
méme analyse. L'utilisation de signatures validées d’HRD dans la caractérisation génétique
des tumeurs représente un enjeu majeur, la comparaison des différentes solutions est une
étape importante dans le souci d’'une égalité de prise en charge des patients. Les tests
AmoyDx® HRD Focus Panel et FoundationOne®CDx ont montré une concordance, mais pas
une équivalence totale, avec myChoice® HRD dans une étude publiée en 2021.3% La méme
équipe a comparé le score Illumina HRD GIS avec myChoice® HRD : les GIS étaient
fortement corrélés (0,98), les prévalences des statuts HRD et des altérations BRCA étaient
similaires et les discordances concernaient des cas avec des valeurs proches du seuil de
positivité.3%” Le test développé par Sophia Genetics n’est aujourd’hui comparé avec
myChoice® HRD que sur de faibles nombres d’échantillons, sans données publiées a

I'heure actuelle.
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3.5. Indications et biomarqueurs de prescription des iPARP

a) Cancers de l'ovaire

On estime a environ 5190 le nombre de nouveaux cas de cancers de |'ovaire en
2018 en France. Il s’agit du 8™ cancer le plus fréquent chez les femmes, responsable de
3500 déces par an.” Le cancer de l'ovaire est fréguemment découvert a un stade avancé,
principalement sous la forme d’une carcinose péritonéale, en raison de la continuité entre
la surface des ovaires et des trompes avec le péritoine. Le tableau clinique initial conduit
le plus souvent a la réalisation d’'une ccelioscopie exploratrice a visée diagnostique lors de
laquelle des biopsies sont effectuées. Ces prélévements sont souvent les seuls disponibles

au cours de la maladie pour réaliser les tests moléculaires.

Les cancers ovariens d’origine épithéliale représentent 90% des cas et regroupent
des sous-types histologiques distincts qui présentent des caractéristiques génomiques
différentes en fonction des types de dommages de I’ADN.3% Les cancers ovariens séreux
de haut grade ou HGSOC (high grade serous ovarian cancer) représentent 70% des cancers
épithéliaux de l'ovaire et sont ceux concernés par les indications des iPARP. Les autres
sous-types épithéliaux sont nettement moins fréquents : endométrioides (environ 10%),
a cellules claires (environ 12%), mucineux (3%), tumeurs de Brenner (1%) et histologies
mixtes (environ 5%).3%° Dans 18 a 23% des cancers ovariens, des mutations d’origine
héréditaire augmentent le risque de développement tumoral.31%311 Deux types d’altérations
en sont principalement responsables : les variations pathogénes des genes BRCA1 et
BRCA2 présentes dans 20% des HGSOC et les anomalies du systéme mismatch repair

(MMR) préférentiellement retrouvées dans les sous-types endométroides,311:312

Le profil moléculaire des HGSOC (Figure 20) a été largement étudié au cours de ces
deux derniéres décennies. Les altérations les plus fréquentes sont : les mutations de TP53
retrouvées dans 96% des HGSOC, les mutations des génes BRCA (20-25%) et d'autres
genes de la voie de RH, les hyperméthylations de BRCA1, les altérations du nombre de

copies. Globalement les HRD représentent la moitié des tumeurs,272:313
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Figure 20 : Principales altérations moléculaires identifiées dans les HGSOC, d‘aprés Hollis
et Gourley, 2016313

La prise en charge thérapeutique des patientes atteintes de HGSOC est décidée en
RCP et comprend une chirurgie et/ou une chimiothérapie en fonction notamment de
I'histologie, du stade de la maladie, de |I’état général et des comorbidités éventuelles de Ia
patiente. La chimiothérapie standard en premiére ligne associe généralement carboplatine
et paclitaxel pour une durée de 6 cycles. Depuis les années 2010, on a assisté a une
formidable avancée dans le cancer de 'ovaire avec |'entrée de cette pathologie dans |'ere
de la médecine personnalisée grace aux iPARP. Des essais cliniques ont dans un premier
temps montré une efficacité trés significative des iPARP en termes de survie sans récidive
chez les femmes atteintes de HGSOC porteuses d’une altération BRCA1 ou BRCA2
et présentant une maladie platine-sensible. L’étude SOLO1 a prouvé la spectaculaire
efficacité de 2 ans d’olaparib en traitement de maintenance aprés une chimiothérapie de
premiere ligne pour les patientes de stade FIGO III/IV ayant une mutation BRCA1 ou
BRCA2. A 5 ans, 48 % des patientes traitées par olaparib ne présentaient pas de
progression tumorale versus 21% avec le placebo.3!* L’étude SOLO-2, a étudié |'efficacité
de l'olaparib en maintenance aprés une rechute platine-sensible chez les patientes ayant
une mutation BRCA1 ou BRCAZ2 : la survie sans progression était de 19,1 mois sous
olaparib versus 5,5 mois sous placebo.3!> L'étude PAOLA-1 a ensuite rapporté le bénéfice
de l'adjonction de 2 ans d‘olaparib en maintenance au traitement standard par
bevacizumab. La survie sans progression médiane était allongée de 15 mois en cas de
mutation BRCA et de 11 mois en cas de déficit de la RH non lié a BRCA, introduisant I'HRD
comme nouveau biomarqueur.?®® Un autre inhibiteur de PARP, a été évalué en entretien
apres chimiothérapie de premiere ligne dans I’étude PRIMA. Dans cette étude, le niraparib

améliorait la survie sans progression en cas de mutation BRCA ou de déficit de la RH non
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lié a BRCA mais également, de fagon plus modeste, en I'absence de déficit de la RH.316 En
fin I'étude VELIA a montré une PFS significativement plus longue avec le veliparib (versus
placebo) en association avec la chimiothérapie puis en traitement de maintenance.3!” Ces
différentes études, qui ne sont malheureusement pas comparables entre elles, ont abouti
aux indications des iPARP dans le cancer de |'ovaire (Tableau 13), I'olaparib étant le premier
iPARP a avoir obtenu son AMM en 2014.

Traitement d'entretien des cancer épithéliaux avancés de haut grade de I'ovaire, en
réponse a une premieére ligne de chimiothérapie a base de platine

Olaparib En monothérapie en cas de mutation BRCA

En association avec le bevacizumab en cas de mutation BRCA ou de statut HRD

Niraparib En I'absence de mutation BRCA ou en cas de contre-indication au bevacizumab

Traitement d'entretien des cancers épithéliaux de haut grade de I'ovaire récidivants et
sensibles au platine et qui sont en réponse a une chimiothérapie a base de platine.

Olaparib En cas de mutation BRCA

Niraparib Quel que soit le statut BRCA, seulement dans les cancers séreux

Rucaparib Quels que soient le statut BRCA et I'histologie

Tableau 13. Disponibilité des iPARP en France dans le cancer de l'ovaire (mars 2022 )181°

b) Cancers du sein

En 2018, on recensait 58500 nouveaux cas de cancer du sein en France, ce qui le
place au 2™ rang des cancers les plus fréquents dans la population générale francaise et
au premier rang chez les femmes. La mortalité s’éléve a 12100 décés par an en 2018. Au
contraire du cancer de l'ovaire, 60 % des cancers du sein sont détectés a un stade précoce.
De nombreuses actions de dépistage ont été progressivement mises en place pour diminuer
I'incidence de cancer : autopalpation et consultation médicale en cas de modification des
seins, examen clinique tous les ans a partir de 25 ans, mammographie de dépistage tous
les deux ans entre 50 et 74 ans sans symptome ni facteur de risque autre que I'age. Des
modalités de suivi spécifiques sont recommandées pour les femmes présentant des

antécédents médicaux personnels ou familiaux, ou certaines prédispositions génétiques.®

Le cancer du sein est une maladie hétérogéne dont les classifications histologiques
et cliniques ont été progressivement complétées par une classification moléculaire basée
sur I’'expression de trois marqueurs : les récepteurs aux estrogénes (RE), les récepteurs a
la progestérone (RP), récepteurs HER2 (HER2). Actuellement, quatre sous-types sont bien
individualisés : luminal (comprenant les sous-types A et B), basal, HER2+ et normal. Ces

catégories moléculaires ont des pronostics différents apportant un intérét majeur dans la
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prise en charge thérapeutique.3'® Les données du TCGA publiées en 2012 montrent que
les profils génomiques et protéomiques présentent une hétérogénéité entre les sous-types
mais aussi dans les sous-types de cancers mammaires (Tableau 14). A noter que, tout
sous-type confondu, des mutations sur 3 génes (TP53, PIK3CA et GATA3) ont une incidence
de plus de 10%. De maniére intéressante, la comparaison des tumeurs mammaires de
sous-type basal comprenant une grande majorité de TNBC avec les tumeurs ovariennes a
révélé de nombreuses similitudes moléculaires, laissant supposer une étiologie et des
possibilités thérapeutiques communes. (Tableau 14)28¢ Enfin, on estime que 5 a 10% des

cancers du sein féminins sont liés a une prédisposition héréditaire par mutations des génes

BRCA, cette fréquence augmente dans les TNBC (14 a 20% des cas).319:320

Subtype

Luminal A

Luminal B

Basal-like

HER2E

ER*/HER2™ (%)
HER2* (%)
TNBCs (%)
TP53 pathway

PIK3CA/PTEN
pathway

RB1 pathway

mRNA expression

Copy number

DNA mutations

DNA methylation
Protein expression

87

2

TPS53 mut (12%); gain of MDM2
(14%)

PIK3CA mut (49%); PTEN mut/loss
(13%); INPP4B loss (9%)

Cyclin D1 amp (29%); CDK4 gain
(14%); low expression of CDKN2C;
high expression of RB1

High ER cluster; low proliferation

Most diploid; many with quiet
genomes; 1q, 8q, 8p11 gain; 8p, 16q
loss; 11q13.3 amp (24%)

PIK3CA (49%); TP53 (12%); GATA3
(14%); MAP3K1 (14%)

High oestrogen signalling; high MYB;
RPPA reactive subtypes

82
15

1

TP53 mut (32%); gain of MDM2
(31%)

PIK3CA mut (32%) PTEN mut/loss
(24%) INPP4B loss (16%)

Cyclin D1 amp (58%); CDK4 gain
(25%)

Lower ER cluster; high proliferation

Most aneuploid; many with focal amp;
1q, 8q, 8p11 gain; 8p, 16q loss;
11q13.3 amp (51%); 8p11.23 amp
(28%)

TP53 (32%); PIK3CA (32%);
MAP3K1 (5%)

Hypermethylated phenotype for subset

Less oestrogen signalling; high FOXM1
and MYC; RPPA reactive subtypes

10
2

80

TP53 mut (84%); gain of MDM2
(14%)

PIK3CA mut (7%); PTEN mut/loss
(35%); INPP4B loss (30%)

RBI mut/loss (20%); cyclin E1 amp
(9%); high expression of CDKN2A;
low expression of RB1

Basal signature; high proliferation

Most aneuploid; high genomic

instability; 1q, 10p gain; 8p, 5q loss;

MYC focal gain (40%)
TP53 (84%); PIK3CA (7%)
Hypomethylated

High expression of DNA repair
proteins, PTEN and INPP4B loss

20

68

9

TP53 mut (75%); gain of MDM2
(30%)

PIK3CA mut (42%); PTEN mut/loss
(19%); INPP4B loss (30%)

Cyclin D1 amp (38%); CDK4 gain
(24%)

HER2 amplicon signature; high
proliferation

Most aneuploid; high genomic
instability; 1q, 8q gain; 8p loss;
17q12 focal ERRB2 amp (71%)

TP53 (75%); PIK3CA (42%); PIK3R1
(8%)

High protein and phosphoprotein
expression of EGFR and HER2

signature (pAKT)

Percentages are based on 466 tumour overlap list. Amp, amplification; mut, mutation.

Tableau 14 : Caractéristiques moléculaires des sous-types de cancer du sein (données
TCGA 2012)8¢

Il existe aujourd’hui de nombreux traitements utilisés dans les cancers du sein : la
chirurgie, la radiothérapie, I'normonothérapie, la chimiothérapie et les thérapies ciblées.
Le choix du traitement, validé en RCP, repose sur des critéres clinico-pathologiques comme
la taille de la tumeur, l'atteinte ganglionnaire, le grade histo-pronostique, les emboles
vasculaires, les récepteurs hormonaux, la surexpression d’HER2, le Ki67 et I'age, mais
aussi sur des critéres génomiques. Il existe aujourd’hui 4 signatures génomiques basées
sur I'analyse de 12 a 70 génes (Oncotype DX, MammaPrint, Prosigna et EndoPredict) qui
proposent des scores prédictifs de réponse a la chimiothérapie.32! Concernant les thérapies
ciblées par iPARP, les études de phase III OlympiaD et Embraca ont permis I'obtention des
AMM respectivement de |'olaparib et du talazoparib dans le cancer du sein localement
avancé ou métastatique HER2 négatif et avec une mutation germinale des genes BRCA1/2.
Dans chacune de ces 2 études, la supériorité de I'iPARP versus une chimiothérapie a été

démontrée sur la PFS (la médiane de PFS a été de 7,03 mois dans le groupe olaparib versus
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4,17 mois dans le groupe chimiothérapie dans OlympiaD et 8,6 mois dans le groupe
talazoparib versus 5,6 mois dans le groupe chimiothérapie dans Embraca). En revanche,
la supériorité des iPARP n’'a pas été démontrée sur la SG. En pratique, le choix entre
olaparib et talazoparib est fait au cas par cas en prenant notamment en compte le profil
de tolérance de chacun de ces traitements.1%:322:323 Compte tenu de la forte incidence du
cancer sein, ces autorisations d'iPARP en présence d’une mutation BRCA lévent le probléme
de la population a tester. Les recommandations de I'ESMO en 2021 proposent de
rechercher ces altérations au minimum pour les patients avec un cancer du sein récidivant
métastatique de sous type triple négatif ou RE+ HER2- ayant progressé sous
hormonothérapie.324:325 Des études sont en cours pour évaluer |'efficacité des iPARP en
fonction du statut HRD, en présence de mutations somatiques ou encore dans les cancers
du sein localisés.

c) Cancers du pancréas

En 2018, 14100 nouveaux cas de cancer du pancréas ont été recensés en France.
Malgré des progrés diagnostiques et thérapeutiques, le cancer du pancréas reste un cancer
de mauvais pronostic dont l'incidence progresse, en majorité chez les personnes de plus
de 50 ans. Le taux de survie nette standardisée a 5 ans n’est que de 11%. Du fait d’une
évolution longtemps asymptomatique, seuls 10 a 20 % des patients sont diagnostiqués a
un stade ol la tumeur est résécable. Plus 90% des cancers du pancréas sont des

adénocarcinomes.>

Les analyses moléculaires tumorales révélent qu’une large majorité des cancers du
pancréas présentent une mutation activatrice de lI'oncogéne KRAS et des altérations du
suppresseur de tumeur TP53 (respectivement 93% et 72% selon TCGA). Les mutations
germinales et somatiques des génes de réparation de I'’ADN BRCA2, PALB2 et ATM sont
observées dans 8% des échantillons, représentant une classe de patients bons répondeurs
a la chimiothérapie a base de platine et/ou aux iPARP. (Figure 21)326 Environ 10% des
cancers du pancréas sont liés a des syndromes génétiques de prédisposition héréditaire
dont le syndrome sein-ovaire associé a une mutation des génes BRCA fait partie. Les
altérations des génes BRCA1/2 sont présentes chez 4 a 7% des patients atteints de cancer

du pancréas, les mutations BRCAZ2 étant largement majoritaires.327:328
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Figure 21 : Profil moléculaire de 149 cancers du pancréas (données TCGA )3?¢

La chirurgie et la chimiothérapie conventionnelle, parfois associées a une
radiothérapie, sont les principaux traitements des adénocarcinomes du pancréas (seuls ou
associés). Jusqu’en 2020, il n‘existait pas de médicament disposant d'une AMM dans le
traitement d’entretien dans cette pathologie. Les patients en premiere ligne (protocole
FOLFIRINOX ou association nab-paclitaxel/gemcitabine) étaient traités jusqu’a progression
de la maladie ou la survenue d’une toxicité importante ; ensuite le relais était pris par une
chimiothérapie de seconde ligne. Fin 2020, les conclusions de I’étude POLO (étude de phase
III, randomisée, en double aveugle versus placebo) ont permis I'obtention de I’'AMM de
I'olaparib dans le traitement d’entretien des patients adultes atteints d’un adénocarcinome
du pancréas métastatique avec mutation germinale des génes BRCA1/2 sans signe de
progression apres au minimum 16 semaines de chimiothérapie de premiére ligne a base
de platine et non éligibles a la poursuite de celle-ci. En effet, un gain de PFS de +3,6 mois
a été observé sous olaparib versus placebo dans cette population cible, sans démonstration
de gain en SG. Cette option de traitement d’entretien concerne donc actuellement un

nombre tres limité de patients.®:329
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d) Cancers de la prostate

Le cancer de la prostate (PCa) représente 25 % des cancers masculins, c’est le
cancer le plus fréquent chez I'homme. Rare avant 50 ans, son incidence augmente
progressivement avec |'age. C'est un cancer de bon voire trés bon pronostic, avec un taux
de survie a 5 ans élevé (93%). Le facteur pronostique majeur de ce cancer est le stade au
diagnostic : 80 % des cancers sont diagnostiqués alors qu’ils sont encore localisés a la
prostate. Environ 50 000 nouveaux cas de PCa sont estimés en France chaque année. La
principale caractéristique de ce cancer est son évolution généralement lente, sur plusieurs
années. Dans plus de 90% des cas, I'histologie du PCa est un adénocarcinome, mais on

rencontre également des sarcomes et des carcinomes de la prostate.>

Plusieurs classifications moléculaires de PCa ont été établies, elles peuvent étre liées
ou non a l'évolution de la maladie. Les analyses moléculaires ont permis d‘identifier de
multiples altérations génétiques récurrentes, qui conduisent a la dérégulation de différents
processus biologiques, comme ceux impliqués dans le développement de la prostate, la
régulation du cycle cellulaire, la voie de signalisation des androgénes, I'organisation de la
chromatine ou la réparation de I’ADN. Parmi les altérations impliquées, les plus fréquentes
concernent les fusions de génes impliquant la famille de facteurs de transcription ETS, les
mutations des génes SPOP, FOXA1, IDH1, des altérations chromosomiques au niveau des
genes c-MYC, EGFR, et NKX3.1, pour les formes localisées de PCa ; auxquelles s’ajoutent
des altérations des génes PTEN, TP53, AR (récepteur aux androgénes), CDK12, RBI1,

CDKN1B et des génes de réparation de I’ADN pour les formes plus avancées. (Figure 22)330°

On considére qu’environ 5% des PCa sont liés a une prédisposition héréditaire. Les
principaux genes identifiés dans les formes héréditaires avec un ége précoce de survenue
sont HOXB13 impliqué dans le développement de la prostate (notamment la mutation
G84E)33! et certains génes de réparation de I’ADN, le plus fréquemment BRCA2, mais aussi
ATM, CHEK2, BRCA1, PALB2, RAD51D, ATR, NBN, PMS2 (Figure 23).33?
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IDH1 (1%), many others AR splice variants ) o
Transdifferentiationmarkers
Gains Increased activity SYP.CHGA. CHGB.
7p, 7q (EGFR), 8q (MYC) AR signaling, WNT signaling NSE/ENO2, NCAM1/CD56
Losses Global chromosomal gains
6p, 8p (NKX3-1), 13q, 16p and losses

TP53* PTEN*, CDK12*, and RB1** activity

Activity of RAS/MAPK and PI3K/AKT pathways
Alterations in DNA damage repair genes’

Figure 22 : Caractéristiques moléculaires des différents stades de cancer de la prostate33°

L’inactivation est davantage observée dans les PCa résistant a la castration (CR)* et dans les tumeurs neuro-
endocrines (NE)**. flLes altérations des voies de réparation de I’ADN sont les plus marquées dans les PCa CR et
quasiment absent des tumeurs NE. AR : androgen receptor, LBD : ligand binding domain
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Figure 23 : Distribution des mutations pathogénes de génes de réparation de I'ADN
impliquées dans les PCa métastatiques.33?
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Plusieurs traitements peuvent étre proposés dans les PCa : chirurgie, radiothérapie
externe, curiethérapie, hormonothérapie, surveillance active. Cette stratégie dépend des
caractéristiques du cancer déterminées lors du diagnostic : localisation, type histologique,
stade, grade, age, état général et comorbidités du patient. Dans les PCa, les iPARP ont
trouvé leur place dans les stades métastatiques résistants a la castration (CPRCm). Selon
les recommandations du Comité de Cancérologie de I’Association Francaise d’Urologie, la
stratégie thérapeutique du CPRCm reposait jusqu’en 2021 sur les hormonothérapies de
nouvelle génération (acétate d'abiratérone et enzalutamide) ou sur une chimiothérapie par
taxane (docétaxel ou cabazitaxel). L'étude de phase III PROfound a été la premiére étude
randomisée évaluant un iPARP dans le CPRCm. Cette étude a fait la démonstration d’une
supériorité de l'olaparib par rapport a I'enzalutamide ou a |'acétate d’abiratérone dans la
cohorte incluant les patients avec mutations BRCA1/2 ou ATM avec un gain de +3,84 mois
en médiane de PFS radiologique (7,39 mois versus 3,55 mois) et de +4,40 mois en SG
(19,09 mois versus 14,69 mois).333:334 | 'olaparib a donc obtenu en mai 2021 une AMM en
monothérapie pour le traitement des patients atteints d'un CPRCm, avec mutation des
genes BRCA1/2 (germinale et/ou somatique) et qui ont progressé aprés un traitement
antérieur incluant une hormonothérapie de nouvelle génération (enzalutamide ou acétate
d’abiratérone).'® Des études sont en cours pour évaluer l'efficacité des iPARP en premiere

ligne, en association a lI'abiratérone ou encore en fonction du statut HRD.

Compte tenu de la lente évolution des PCa, lindication des iPARP au stade
métastatique implique I'analyse de tissus FFPE trés anciens pour détecter des variations
pathogénes des génes BRCA. Les contraintes techniques liées au séquengage d'ADN
tumoral trés altéré entraine le développement progressif de ces analyses sur I’ADNtc. Mais
la détection des altérations sur I'ensemble de ces deux génes suppresseurs de tumeurs

dans I’ADNtc est encore un défi.

3.6. Interprétation des VSI des genes BRCA1 et BRCA2 pour la
prescription des iPARP : place des tests fonctionnels

a) VSI de BRCA1 et BRCA2

Le développement des consultations d’oncogénétique, des iPARP et du NGS ont
permis de mettre en évidence des milliers de variants BRCA1 et BRCAZ2. Les différentes
bases de données classifient de nombreux polymorphismes et variants pathogénes mais
aussi un grand nombre de VSI qui restent aujourd’hui a annoter que ce soit dans un but
de conseil génétique ou dans un but théranostique. En avril 2021, environ 40 000 et 25
000 variants BRCA1/BRCA2 ont été signalés dans les bases de données internationales

BRCAexchange et ClinVar, respectivement, dont prés de 80% et 50%, respectivement, ne
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sont pas classés en termes d'effet pathogéne.33> La plupart des variants présents dans ces
bases sont des variants constitutionnels, quelques-uns sont somatiques. Comme le
montrent les données de la base francaise FrOG (French OncoGenetics) qui remplace la
base UMD-BRCAshare (Figure 24), le nombre de VSI est en constante augmentation
compte tenu des extensions d’indications des iPARP dans différentes localisations

tumorales.
Il existe trois abords pour évaluer ces VSI BRCA1/2

- L'abord clinique (pour les variants constitutionnels) via I'’étude de co-ségrégation

familiale du VSI avec la maladie, I'histoire familiale, les caractéristiques tumorales.
En France, le Groupe génétique et cancer (GGC) d’Unicancer, créé en 1991, évalue
les risques familiaux de cancer, élabore les recommandations de prise en charge
des familles et contribue a [I'amélioration des connaissances sur les
prédispositions génétiques aux cancers. Selon les données du GGC, en 2010, une
mutation causale utilisable pour le conseil génétique est mise en évidence dans
environ 13% des cas index testés. Des VSI concernent 11000 familles pour BRCA1
et 13500 familles pour BRCAZ2, ils sont mis en évidence chez plus de 10% des
patients testés. Pour ces familles, des tests génétiques ne peuvent pas étre
proposés aux apparentés et le conseil génétique est orienté par I'histoire familiale.
Depuis 2012 et jusqu’en décembre 2022, le GGC et I'Institut Curie proposent
partout en France un protocole de recherche appelé COVAR qui organise des études
de co-ségrégation pour les VSI de BRCA1/2 et PALB2, afin de définir le caractére
causal ou non de ces variations. A ce jour, parmi les 653 variants sélectionnés dans
I’étude COVAR, 101 variants distincts partagés par 1 624 familles ont été classés
comme étant pathogenes/probablement pathogénes ou bénins/probablement
bénins grace a cette étude. Soixante-six des 101 variants classés par COVAR
seraient restés des VSI sans les données de co-ségrégation qui s’averent donc étre
un outil puissant de classification.336:337

- L'abord bioinformatique avec les signatures notamment HRD (développées

précédemment) et les outils de prédiction in silico (qui ne seront pas détaillés dans
ce manuscrit).

- L'abord biologigue via I’étude fonctionnelle du VSI qu’elle soit in vitro ou in vivo

(paragraphe ci-apres).

CHIRON-CHEVALIER Louise-Marie | Apport du NGS et de la caractérisation fonctionnelle
de variants somatiques pour I'accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie @ 79



3000

2500

2000

1500

1000

500

0
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2021
® Causal 687 671 718 778 9 891 9n 988 1108

® Likely causal 0 0 1 1 2 2 2 3 4

mUV 823 855 932 1001 1086 1356 1502 1531 1694
® Likely Neutral 30 56 61 83 89 113 130 187 438
u Neutre 83 93 100 113 115 133 143 140 145

BRCAZ™

4000

3000

2000

1000

0
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2021
u Causal 626 665 724 820 843 968 1067 1107 1344

u Likely causal 0 ] 0 0 0 0 0 3 4

mUV 1213 1385 1485 1704 1744 2181 2396 2497 3062
® Likely Neutral 18 58 92 107 122 169 220 9N 500
u Neutre 70 88 107 116 121 134 163 159 17

Figure 24 : Augmentation du nombre de variants dans la base de données FrOG depuis
2012, d’aprés Caputo et al., 2021337

La caractérisation fonctionnelle des variants est un enjeu majeur en oncogénétique
et en thérapeutique. Certaines approches ont été proposées mais sont difficilement
applicables en pratique clinique quotidienne, par exemple I’étude de l'inactivation de
BRCA1/2 consistant a mettre en évidence I'arrét de la relocalisation de RAD51 sur les sites
de dommages et donc la disparition des foci nucléaires. A I’'heure actuelle ces tests ne sont
pas validés comme marqueurs de prédiction de réponse au iPARP.292:338 | es approches
fonctionnelles les plus intéressantes a ce jour sont celles utilisées pour mettre en évidence
les anomalies d’épissage et celles utilisant trés récemment les technologies d’édition
génomique CRISPR-Cas9.
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b) Caractérisation biologique fonctionnelle des VSI d'épissage des
génes BRCA1 et BRCA2

L'épissage est un processus extrémement dynamique qui met en jeu de multiples
signaux et des facteurs de régulation permettant une régulation complexe trés fine de ce
mécanisme moléculaire. La complexité de celle-ci est illustrée notamment par la spécificité
tissulaire de certains épissages alternatifs33® mais également par les modifications de
I’épissage observées lors du processus de tumorigenése34®, Concernant les genes BRCA,
des travaux menés a partir de matériels biologiques dérivés de sang d’individus témoins
ont permis de détecter expérimentalement par RT-PCR, en plus du transcrit de référence,
la présence de 68 et 27 transcrits alternatifs générés a partir des genes BRCA1 et BRCA2,
respectivement.?#1-343 A  noter que toutes les isoformes ne conduisent pas
systématiquement a une protéine ou une protéine fonctionnelle.34* L'épissage peut étre
altéré par des variations génétiques, si celles-ci touchent un des nombreux acteurs
intervenant dans ce processus avec pour conséquence éventuelle une modification du profil
d'épissage des transcrits. Théoriquement toute variation nucléotidique, qu’elle soit
exonique ou intronique, est susceptible d’altérer I’épissage.34> Ces anomalies d’épissage,
sont trés fréquentes puisque 9% des variations pathogénes de BRCA1 seraient des variants
d’épissage.3*¢ De nombreux outils bioinformatiques de prédiction mais également un
certain nombre d’approches expérimentales ont été implémentés dans le but de contribuer
la mise en évidence et a l'interprétation précise des variations a l'origine d’'un défaut

a
d’épissage.

Les approches expérimentales de détection des anomalies d’épissage induites par
des variations génétiques reposent sur une analyse comparative des profils d’épissage des
transcrits exprimés dans le contexte sauvage avec ceux produits dans le contexte muté.
Ces données de nature qualitative et semi-quantitative sont essentielles pour appréhender
les conséquences fonctionnelles et donc le caractére pathogene potentiel des mutations

splicéogéniques.

- Analyse des profils d’épissage des transcrits par RT-PCR a partir d’ARN de patients :

apres migration des produits de RT-PCR par électrophorése sur gel d’agarose, les profils
d'épissage obtenus pour les échantillons sont comparés et les différents amplicons
observés sont isolés et séquencées afin de déterminer la nature exacte des isoformes
produites. La simple migration des produits de RT-PCR sur gel d’agarose ne permet a
priori ni de discriminer les transcrits présentant une faible différence de taille ni
d'évaluer avec précision les taux relatifs des différents transcrits potentiellement
produits.347-34% Plus récemment, des approches quantitatives ont été intégrées a la RT-
PCR, ainsi I'analyse de la cinétique compléte de la réaction d’amplification permet

d’obtenir une quantification précise des transcrits : PCR temps réel3>°, PCR digitale3°?.
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- Analyse de I'expression allélique a partir de I’ARN de patients : Le but est d’appréhender

la contribution précise de l'alléle muté dans la production respective des transcrits
normaux et aberrants. L'une des méthodes les plus utilisées est celle basée sur
I'extension d’amorces, appelée SNuUPE (Single Nucleotide Primer Extension) ou
SNaPshot. Cette technique repose sur I’'extension d’'une amorce hybridée sur I’ADNc en
5 ou 3’ de la variation exonique d’intérét. L’extension de cette amorce via
I'incorporation de didésoxyriboNucléotides TriPhosphates (dNTP) fluorescents
complémentaires a la séquence d’'intérét permet de discriminer les transcrits produits
a partir de l'alléle sauvage ou muté. Cette approche permet de détecter avec précision
un éventuel déséquilibre allélique résultant de la dégradation par le systeme de
régulation nonsense-mediated decay (NMD) de l'alléle porteur d’un codon stop
prématuré mais également d’évaluer la sévérité du défaut d’épissage induit par la
variation. Ces deux points ont pu étre mis en évidence dans le cas de variations
localisées dans les génes BRCA.3>2 L'analyse de I'expression allélique peut également
étre appréhendée par la méthode quantitative de pyroséquencage qui peut de la méme
maniére directement cibler la variation d’intérét dans I'’ADNc du patient. Cette
technique permet, de détecter la perte d’expression d’un alléle et de quantifier I'impact
de variations exoniques sur les profils d’épissage des transcrits comme démontré dans

le cas de variations exoniques du géne BRCA2.348

- Analyses des défauts d’épissage par la technique de RNA-seq: L’étude du

transcriptome par RNA-seq présente le double avantage de déterminer la séquence de
I'ensemble des transcrits exprimés dans un échantillon et d’estimer leurs taux relatifs.
Le RNA-seq ciblé est une approche visant a concentrer |I'analyse sur les transcrits de
certains génes permettant la détection d’un plus grand nombre d’isoformes d’épissage.
Les épissages alternatifs naturels des génes BRCA ont ainsi pu étre caractérisés et sont
une aide a l'interprétation des variations splicéogéniques a l'origine d’événements
aberrants d’épissage.3°33>* |Le RNAseq ciblé permet donc a la fois d'identifier
d'éventuelles anomalies d’épissage résultant de VSI mais également d’analyser
I'expression allélique. Cette approche est cependant dépendante de la disponibilité de
I’ARN extrait a partir d’'un matériel biologique du patient et ne tient pas compte de la

dégradation éventuelle de certains transcrits par le systéeme NMD.
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- Autres approches expérimentales : minigénes et transgéenes

Des approches expérimentales évaluant l'effet de l'introduction de variations sur

I’épissage dans des systémes plus ou moins artificiels ont été développées.

Les méthodes de clonage moléculaire basées sur I'utilisation de minigénes permettent
de caractériser finement l'effet des variations sur I’épissage. Le principe repose sur la
transfection transitoire dans des cellules de vecteurs d’expression comportant un
promoteur capable d’'induire la transcription d’'une séquence d’intérét appelée minigene
(séquences comprenant au moins deux exons séparés par un intron, représentant ainsi
une version simplifiée d’un gene multi-exon). Aprés la transfection en paralléle des
minigénes sauvage et muté, il est alors possible de réaliser une analyse comparative
de leurs profils d’épissage par RT-PCR et séquengage. Cette approche est utilisée pour
la caractérisation fonctionnelle de variation d’épissage dans différentes régions des
génes BRCA1 et BRCA2.355:35%6,

Plus récemment, des tests basés sur |'utilisation de transgénes ont été développés pour
étudier I'effet des variations sur I’épissage dans un contexte génomique le plus naturel
possible. Ainsi, l'approche FLGSA, (Full-Length Gene Splicing Assay) utilise la
transfection d’un vecteur d’expression renfermant certains genes, du codon d’initiation
de la traduction au codon de terminaison de la traduction.3” Des vecteurs spécifiques
appelés BAC (Bacterial Artificial Chromosome), dans lesquels il est possible de cloner
de larges fragments génomiques (jusqu’a 300 Kb) peuvent renfermer l'intégralité des
genes humains BRCA1 ou BRCA2 (avec leurs promoteurs respectifs) pour étudier
I'impact des variations sur |’épissage mais également sur la fonction de la protéine
(survie cellulaire, activité de RH et sensibilité a certains agents génotoxiques). Aprés
introduction de ces vecteurs sauvages ou mutés dans des cellules souches de souris,
I'impact des variations introduites par mutagenése est examiné par I'analyse RT-PCR

des profils d'épissage des transcrits produits a partir des transgénes BAC.3>8:359

Ces stratégies permettent de se rapprocher du contexte génomique naturel mais elles
requiérent I'expression d’un transgéne. Afin de dépasser cette limite, il est aujourd’hui
possible d'introduire les variations génétiques d’intérét, non limitée aux variations
d’épissage, directement dans le locus chromosomique endogéne grace notamment a
un changement de paradigme d’ingénierie ciblée du génome par les méthodes dérivées
initialement de I’édition génomique par le systeme CRISPR-Cas9 (Clustered Regulatory

Interspaced Palindromic Repeats - CRISPR associated 9).
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c) Caractérisation biologique fonctionnelle des VSI des génes
BRCA1/2 par édition génomique CRISPR-Cas9
Cette rupture technologique CRISPR-Cas9 développée par le Dr Charpentier et le
Dr Doudna (Prix Nobel de Chimie 2020) s‘impose aujourd’hui comme la stratégie privilégiée
d’édition du génome étant donné sa versatilité, sa précision satisfaisante, sa simplicité

relative et son faible codt.

L'approche CRISPR-Cas9 utilise I'endonucléase Cas9 qui réalise une coupure double
brin de I’ADN au niveau d’une séquence précise, reconnue par l'intermédiaire d'un ARN
guide (ARNg). Cet outil d'origine procaryote permet une défense contre les infections
virales (appelées bactériophages) en clivant I’ADN viral.36° Cette réaction immunitaire peut
étre divisée en trois phases. Tout d’abord la phase d’acquisition lors de laquelle un
fragment viral est capturé et intégré comme « spacer » entre les loci palindromiques : il
servira alors de mémoire génétique en cas de nouvelle infection par ce méme virus. Ensuite
vient la phase d’expression du pre-crRNA (CRISPR RNA) puis crRNA, homologue au génome
du bactériophage, lors de la nouvelle infection. Enfin, I'étape d’interférence correspond a
I’nydrolyse endonucléasique de la cible par le complexe ribonucléoprotéique crRNA-Cas9
dégradant I’ADN viral. La librairie de fragments viraux ainsi constituée joue alors le role de
mémoire immunitaire pouvant étre transmise a la descendance, CRISPR-Cas9 fait donc

partie de I'immunité innée bactérienne. (Figure 25)36?

PAM

&__‘__,- protospacer

\ Spacers  palindromic repeat

tracrRNA Casgenes Leader l

1 sequence
I / pre-crRNA

;
H
tracrRNA i

® ididd

i

g viral DNA
Acquistion

Biogenesis

I

mature crRNA

Cas 9 protein 1 %o 'I‘Nmm - JJ

CQ./

i viral DNA

Interference

Cleavage

Figure 25 : Les trois étapes du systéme immunitaire adaptatif bactérien CRISPR-Cas :
acquisition, biogénése du crRNA et interférence de I'ADN viral3¢!
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Aprés sa découverte, ce mécanisme a été adapté afin de servir d’outil d’édition
génomique dans divers types cellulaires. Pour cela, deux éléments sont indispensables :
I'’endonucléase Cas9 et I’ARNg. Cet ARNg est constitué de deux parties : le crRNA
complémentaire de la cible et le tracrRNA (transactivating CRISPR RNA) qui associe |’ARNg
a la Cas9. Autre élément important, le motif PAM (protospacer adjacent motif) est situé
directement en aval de la séquence ciblée par I’ARNg, la coupure double est réalisée 3
nucléotides en amont de ce PAM. Le motif NGG de ce PAM est caractéristique de la Cas9
mais peut varier en fonction des espéces procaryotes dont proviennent les Cas. Les Cas
existantes sont nombreuses, elles sont liées a I'évolution des virus et dépendent également
des espéces bactériennes dont elles proviennent.362:363 Actuellement si la Cas9 est la plus
utilisée, d’autres Cas comme Cpf13%4 ou Cas12b3%>, présentant des caractéristiques et
spécificités différentes, seraient également utilisables. L'édition génomique CRISPR-Cas9
offre des applications multiples dont I'interprétation des VSI sur la réalisation de « knock-

in » avec insertion de mutations précises dans un modeéle cellulaire.

Des 2014, I'’équipe du Dr Shendure a mis a profit cette technologie pour étudier
I'impact, au niveau des transcrits, de toutes les variations possibles localisées dans I'exon
18 du géne BRCA1 de cellules humaines haploides. Couplée a l'utilisation d‘une librairie
complexe de matrices porteuses des mutations, cette approche de saturation par édition
du génome (SGE, Saturation Genome Editing) a permis d’analyser simultanément |'effet
d’un grand nombre de variations introduites dans le génome des cellules transfectées. Ces
travaux ont permis d’identifier de trés nombreuses variations splicéogéniques responsables
de la modification de régions de régulation de I'épissage.3®® De facon tout a fait
remarquable, aprés cette preuve de concept, cette approche a été utilisée pour I'analyse
de prés de 4 000 substitutions ponctuelles localisées dans 13 exons fonctionnellement
essentiels (exons 2 a 5 et 15 a 23) et aux régions introniques flanquantes de ces exons
dans ce méme géne BRCA1. Ainsi, cette approche permet de relier chacune des multiples
variations testées dans une seule et unique expérience a un phénotype moléculaire
(abondance des transcrits) ou cellulaire (survie) sous la forme d’un score de fonctionnalité
individuel. En effet, I'impact de chacune des milliers de variations testées a été évalué sur
la base de I'analyse par RNAseq de l'abondance des transcrits mais également sur la
capacité a produire une protéine BRCA1 fonctionnelle, indispensable a la survie des cellules
utilisées dans cet essai. Les données générées dans le cadre de cette étude ont été en
partie validées sur la base de la concordance observée (= 96%) avec la classification

établie pour une série de variations pathogénes et neutres. (Figure 26)36¢7

La mise en place de I'édition génomique comme outil de caractérisation
fonctionnelle des VSI de BRCA1 et BRCAZ2 est un des enjeux de cette thése, et ce avec la

contrainte de respecter les délais de prise en charge du patient.
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Figure 26 : Schéma expérimental de SGE introduisant tous les SNV dans les domaines
RING et BRCT de BRCA1. D’aprés Findlay et al., 20183%7
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OBJECTIFS DE LA THESE

Lors des deux derniéres décennies, le développement et la profusion des thérapies
ciblées en cancérologie a transformé le concept de médecine de précision ou personnalisée
en une réalité. Désormais, les plateformes de génétique moléculaire des cancers réparties
en France effectuent des dizaines de milliers de tests chaque année pour caractériser
morphologiquement et moléculairement le plus finement possible chaque tumeur afin de
les traiter de la facon la plus spécifique possible. La quantité de données nécessaires ne
fait que croitre de maniére a préciser de plus en plus le paysage de la tumeur et de son
environnement. L'obtention, le délai de production de données et leur interprétation sont
ainsi un enjeu capital pour la prise en charge optimale des patients par les innovations

pharmacologiques disponibles et en forte croissance.

Le premier volet de ce travail repose sur les enjeux technologiques de la détection des
mutations du géne EGFR pour permettre une prise en charge optimisée des patients

éligibles aux thérapies ciblées dans les CBNPC au diagnostic et lors des récidives.

Le deuxiéme volet de cette thése repose sur l'interprétation des altérations génétiques
de la tumeur et la validation biologique fonctionnelle, pour différencier les variants a impact
fonctionnel fort des variants sans effet biologique et ainsi reclassifier les VSI. Cet aspect
est fondamental en ce sens qu'il peut déterminer le choix thérapeutique du clinicien envers
son patient et ne se limite pas aux différents prédicteurs. De ce fait, une attention
particuliere a été apportée sur la réalisation de ces analyses dans un temps compatible
avec la prise en charge du patient concerné par la présence d’un VSI. Ce travail a ainsi été
réalisé sur les variants des génes suppresseurs de tumeur BRCA1 et BRCA2 impliqués dans
la réparation de I’ADN par RH, les altérations pathogénes de ces génes donnant accés aux
thérapies ciblées par iPARP. Deux approches ont été utilisées : d’'une part la caractérisation
des défauts d’'épissage a partir d’ARN tumoral du patient par RT-PCR et clonage rapide des
produits de RT-PCR, et d'autre part I’évaluation rapide in vitro des VSI par édition du

génome en utilisant la technologie CRISPR-Cas.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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1. DETECTION DES MUTATIONS EGFR DANS LES CBNPC

Dés la premiére ligne de traitement, la détection des mutations activatrices du domaine
tyrosine kinase de I'EGFR est un enjeu majeur dans la prise en charge des CBNPC
métastatiques. En effet, cette analyse conditionne I'accés aux ITK-EGFR, thérapie ciblée
orale ayant montré un important bénéfice pour les patients en terme de survie sans
progression et de survie globale. Lors de la progression, des altérations de résistance on
target mais aussi off target doivent étre recherchées sur tissu tumoral ou dans I’ADNtc,
dans le but d’adapter la thérapeutique le plus rapidement possible. Dans les laboratoires
de génétique tumorale, cette caractérisation moléculaire des CBNPC peut étre restreinte
aux mutations bien documentées de I'EGFR, ou plus large par NGS pour séguencer
exhaustivement les exons concernés de I'EGFR mais aussi d’autres cibles d’intérét

théranostique dont le panel s’élargit continuellement au cours de ces derniéres années.

Nous avons réalisé une étude prospective comparant la caractérisation de I'EGFR sur
une technique ciblée et rapide (automate Idylla - Biocartis) ou plus étendue par NGS (Ion
Torrent). Cent échantillons tumoraux FFPE ont été testés parallélement par les deux

techniques et la comparaison a porté sur les aspects techniques et pratiques au laboratoire.

ARTICLE 1 : CARACTERISATION MOLECULAIRE DE L'EGFR DANS LES CANCERS
BRONCHIQUES NON A PETITES CELLULES : ETUDE PROSPECTIVE COMPARATIVE
DES TECHNOLOGIES NGS ET AUTOMATE IDYLLA

Louise-Marie Chevalier, Amandine Billaud, Christophe Passot, Adélaide Renoult, Frédéric
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Résumé

Introduction. — La détection des altérations génétiques du domaine tyrosine kinase de 'EGFR
est un enjeu majeur dans la prise en charge des cancers bronchiques non a petites cellules, car
elle conditionne 'accés aux inhibiteurs de tyrosine kinase. En pratique, il est possible de faire
une caractérisation restreinte aux mutations bien documentées ou de séquencer tous les exons
concernés de I’EGFR et aussi d’autres cibles d’intérét théranostique. Cette étude prospective
compare la caractérisation ciblée de I’EGFR sur automate Idylla (Biocartis) ou plus étendue par
séquencage nouvelle génération par la technologie lon Torrent.

Matériel et méthodes. — Cent échantillons tumoraux fixés au formol et inclus en paraffine ont
été testés simultanément par les deux techniques dans les conditions recommandées par les
fournisseurs. La comparaison a porté sur U'ensemble des aspects techniques et pratiques au
laboratoire.

Résultats. — Au moins une mutation EGFR d’intérét pour les inhibiteurs de tyrosine kinase a
été détectée par séquencage pour 9 échantillons et 7 par le systéme Idylla. Pour trois échan-
tillons, des mutations EGFR de sensibilité aux inhibiteurs de tyrosines kinases ont été détectées
uniguement par séquencage nouvelle génération. De plus, pour 37 échantillons, des mutations
d’intérét hors de ’EGFR ont été rendues par séquencage au prescripteur.
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Conclusion. — La technologie |dylla permet la caractérisation rapide d’une majorité de variants
de U'EGFR et peut étre optimisée en exploitant les courbes d'amplification avec l'outil Idylla
Explore ou en augmentant la quantité de matériel initial. Une analyse complémentaire par
séquencage nouvelle génération pour les résultats non contributifs par Idylla doit étre préco-
nisée.

© 2020 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Summary

Introduction. — Detection of genetic alterations in the EGFR tyrosine kinase domain is a major
concern in the management of non-small cell lung cancer because it conditions access to tyro-
sine kinase inhibitors. In practice, it is possible to characterize only well-documented mutations
or to sequence all relevant EGFR exons and also other targets of theranostic interest. This pros-
pective study compares the targeted EGFR characterization on Idylla platform (Biocartis) and
a more extensive one by next generation sequencing using lon Torrent technology.

Material and methods. — Atotal of 100 formalin-fixed paraffin-embedded tumour samples were
tested simultaneously by both techniques under the conditions recommended by the suppliers.
The comparison covered all technical and practical aspects of the laboratory.

Results. — At least one EGFR mutation of interest for tyrosine kinase inhibitors for 9 and 7
samples was detected respectively by sequencing and by the Idylla system. For three samples,
EGFR sensitive mutations to tyrosine kinase inhibitors were detected only by next-generation
sequencing. In addition, for 37 samples, mutations of clinical interest outside EGFR were cha-
racterized by sequencing and communicated to the prescriber.

Conclusion. — Idylla technology allows the rapid characterization of a majority of EGFR variants.
The result can be optimized by careful analysis of the amplification curves with the ldylla
Explore tool or by increasing the amount of initial material. A complementary new generation

sequencing analysis for non-contributory results by Idylla should also be recommended.
© 2020 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Introduction

Avec 49 109 nouveaux cas estimés en France en 2017, le can-
cer du poumon se situe au 4° rang des cancers incidents, tous
sexes confondus, et au premier rang des décés par cancer
[11s

Depuis les années 2000, la prise en charge du can-
cer bronchique non & petites cellules (CBNPC) a connu
d'importantes avancées thérapeutiques. La prise en charge
des stades localisés (<1llb) repose sur la chirurgie com-
plétée par une chimiothérapie adjuvante en fonction des
critéres pronostiques. Pour les stades localement avancés
non résécables, le traitement de référence est la radio-
chimiothérapie qui peut étre suivie par un entretien par
immunothérapie pendant un an (Durvalumab) pour les car-
cinomes avec expression de PD-L1=1 %. Pour les stades
métastatiques (IV), la prise en charge repose sur les traite-
ments systémiques seul ou en association (thérapies ciblées,
immunothérapie, chimiothérapie). Le développement de
nouveaux traitements ciblés sur les voies ancogéniques acti-
vées a permis l'accés a un nouvel arsenal thérapeutique
efficace, globalement mieux tolérés et offrant aux patients
une meilleure qualité de vie. Mieux définir |’hétérogénéité
genétique intratumorale et préciser la diversité des onco-
genes activés dans les CBNPC est, depuis, un préalable
incontournable au succes des thérapies ciblées. Le principal
oncogéne ciblable a ce jour dans les CBNPC est le récepteur
au facteur de croissance épidermique (EGFR), muté sur son
domaine tyrosine kinase, qui est & "origine de ’usage des
inhibiteurs de tyrosine kinase de "EGFR (ITK-EGFR).

L’EGFR qui appartient & la famille des récepteurs tyro-
sine kinase est codé par le géne EGFR, situé au niveau du
chromosome 7. L’EGFR joue un réle important dans la phy-
siologie normale, mais aussi en carcinogenése en favorisant
la prolifération, la survie et ’invasion [2]. Dans la popula-
tion caucasienne, la fréquence des mutations ciblables par
les ITK-EGFR est rapportée entre 10 et 15 % des CBNPC.
Dans la littérature, il est bien connu que cette propor-
tion varie en fonction du sous-type de CBNPC, du genre,
du statut fumeur ou non fumeur des patients ainsi que
de l'origine ethnique de la population [3,4]. Lutilisation
des ITK-EGFR en tant que traitement de premiere ligne
dans les CBNPC présentant des altérations génétiques
oncogéniques de L'EGFR a permis une augmentation signi-
ficative du taux de survie sans progression, par comparaison
avec les traitements de chimiothérapies conventionnelles
[5].

La détection spécifique, sensible et rapide des muta-
tions de sensibilité ou de résistance de I’EGFR aux ITK-EGFR
est un défi quotidien des laboratoires de génétique molécu-
laire des cancers. Pour répondre au mieux aux prescriptions,
deux approches techniques existent : les techniques dites
« ciblées » qui caractérisent généralement les mutations
bien documentées de 'EGFR et le séquencage haut débit ou
séquencage de nouvelle génération (NGS) qui peut explo-
rer I'ensemble des exons d’intérét (18 a 21) de 'EGFR. De
plus, le séquencage par NGS permet de caractériser d’autres
oncogénes ou génes d’intérét tels que KRAS, HERZ2, BRAF,
MET par le séquencage d’un panel d’exons de génes recom-
mandé par 'INCa pour les CBNPC.
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Le but de 'étude a été d’évaluer, de maniére prospec-
tive, la caractérisation des variants de I’EGFR réalisée par
deux technologies : la PCR en temps réel sur une plateforme
Idylla (Biocartis) et le séquencage par NGS par la techno-
logie lon Torrent sur un séquenceur lon S5 (Thermo Fisher
Scientific). La comparaison a porté aussi bien sur des aspects
proprement techniques que sur des aspects pratiques au
laboratoire (délais de rendu, mise en ceuvre).

Matériels et méthodes
Type d’étude

L’étude est une évaluation prospective, diagnostique et
monocentrique comparant deux technologies dans le cadre
de prescriptions de statut mutationnel de UEGFR faites au
laboratoire de génétique moléculaire de U’Institut de Can-
cérologie de |'Ouest (Tableau 1).

Echantillons

De maniére systématique et prospective, d’octobre 2018 &
février 2019, 100 échantillons tumoraux de CBNPC fixés au
formol et inclus en paraffine (FFPE pour Formalin-Fixed
Paraffin-Embedded) validés par un pathologiste ont été
transmis au laboratoire de biclogie moléculaire sous forme
de sections de 10 um (lames ou copeaux) dont une section
était utilisée pour la technique Biocartis. La quantité de
matériel devait permettre simultanément le séquencage par
NGS (technique de référence au laboratoire) et une analyse
sur automate Idylla selon les spécifications du fournisseur
(Tableau 1).

Tout type histologique de CBNPC était éligible a |’étude.
Les tumeurs avec une cellularité tumorale < 10 % et/ou fixées
au Bouin et/ou dont la quantité de matériel était insuf-
fisante pour réaliser les deux techniques ont été exclues
{Tableau 1). Les cas exclus ne font pas partie des 100 échan-
tillons étudiés.

Technologie NGS

L’ADN genomique {ADNg) somatique a été extrait avec le
kit NucleoSpin DNA FFPE XS (Macherey Nagel) puis repris
dans 100 uL de tampon d'élution. La quantité d’ADNg soma-
tique recommandee pour chague echantillon était de 20ng
ou un volume maximum de 7,5 uL. La recherche de muta-
tions des génes par NGS a été réalisée avec un panel de
21 génes comprenant les exons séquencés suivants : AKT7
(NM_005163) exon 3, ALK (NM_004304) exons 23 a 25, BRAF
{NM_004333) exons 11 et 15, CTNNBT (NM_001904) exon
3, EGFR (NM_005228) exons 18 a 21, ERBBZ (NM_004448)
exons 19 et 20, ERBB4 (NM_005235) exons 10 et 12, ESR1
{NM_000125) exon 8, FGFR2 (NM_000141) exons 7, 12 et 14,
FGFR3 (NM_000142) exons 7, 9 et 14, HRAS (NM_005343)
exons 2 a 4, KIT (NM.000222) exons 8, 9, 11, 13, 17 et
18, KRAS (NM_033360) exons 2 a 4, MAP2KT (NM_002755)
exon 2, MET (NM_001127500) exons 2, 14 et 16 a 20,
NRAS (NM_002524) exons 2 & 4, PDGFRA (NM_006206) exons
12, 14 et 18, PIK3CA (NM_006218) exons 10 et 21, POLE
(NM_006231) exons 9 a 14, STKT1 (NM_000455) exons 1 &
9, TP53 (NM_000546) exons 2 & 11. Les librairies ont été
préparées par PCR multiplex (Kit lon AmpliSeq Library 2.0

Custom Panel, ThermoFisher Scientific), amplifiées par
PCR en émulsion sur lonChef System et séquencées par
NGS sur lon S5 System avec le kit lon 510 & lon 520 &

lon 530 Kit Chef (ThermoFisher Scientific). Les données ont
été analysées par Torrent Suite 5.4 et pipeline bioinforma-
tique développé et utilisé au laboratoire (PICO-NGS v1.0).
Les attentes analytiques du séquencage par NGS étaient
les suivantes : profondeur de séquencage minimum 300X,
couverture 100 %, sensibilité analytique 2,5 %, génome de
référence hg19.

Technologie Idylla (Biocartis)

Le systéme Idylla est une solution de diagnostic molécu-
laire basée sur une PCR temps réel spécifique d’alléles
entierement automatisee. Elle associe dans une cartouche
a usage unique U’extraction des échantillons et la PCR afin
de détecter les cibles moléculaires a partir d’une variété
d’échantillons solides ou liquides et notamment des sec-
tions FFPE. Dans cette étude, pour chaque échantillon, une
section FFPE de 10 um (lame ou copeau) a été placée direc-
tement dans la cartouche Biocartis du systéme Idylla, sans
prétraitement, selon les recommandations du fournisseur.
La cartouche a ensuite été insérée dans le systeme Idylla,
ol la technologie des ultrasons focalisés de haute inten-
sité, les tampons, les réactifs et la chaleur induisent un
déparaffinage, une rupture des tissus, une lyse cellulaire
et une libération ultérieure d'ADN. Des amorces spécifiques
d’alléles permettent une amplification et une détection en
temps réel des mutations par des sondes d’hybridations
fluorescentes selon la technologie PlexZyme et PlexPrime
[6]. La cartouche testée était I’ldylla EGFR Mutation Test,
contenant tous les consommables nécessaires. La console
Idylla et les cartouches portent le marquage CE-IVD. Le test
de mutation Idylla EGFR permet d’amplifier et de détecter
51 mutations dans les exons 18 a 21 de I’EGFR (Tableau 2).
Un ensemble de paramétres en rapport avec les courbes
d’amplification générées est déterminé par le logiciel Idylla,
notamment la valeur ACq (différence entre la valeur de
cycle de quantification (Cq) du signal de controle interne
du gene EGFR (Cq contréle EGFR) et le Cq du signal du
variant). Un échantillon est classé comme muté si les para-
metres de la courbe d’amplification générée se situent dans
la plage validée soit avec un Cq contrdle EGFR <26. Le four-
nisseur indique des limites de sensibilité par mutation ou
groupe de mutations en fonction du Cq controle EGFR. En
cas de Cq contréle EGFR>26, le fournisseur recommande
d'estimer l'échantillon comme non interprétable. Certains
échantillons sont rendus « invalides » par le logiciel Idylla,
le statut EGFR de ces eéchantillons est alors non deéter-
miné. Les résultats obtenus lors du test Idylla EGFR Mutation
Test au cours de cette étude n’ont pas été utilisés a des
fins cliniques ou diagnostiques et n'ont pas été mis & la
disposition des patients ou de leurs cliniciens. Le fournis-
seur Biocartis donne accés pour tous les échantillons aux
courbes d’amplification générées dans chaque chambre de
PCR avec l'outil informatique Idylla Explore (non marqué
CE-IVD). Dans chaque chambre est amplifié un groupe de
mutations EGFR spécifiques et un contrble de traitement
d’échantillon correspondant a la quantification de 'EGFR
total. Les courbes générées correspondent a la quantité
d'ADN amplifié en unité de fluorescence arbitraire en fonc-
tion du nombre de cycles d'amplification.

Etude des mutations EGFR discordantes
Pour les échantillons présentant une ou plusieurs muta-

tions de ’EGFR par NGS et non retrouvées par le systéme
Idylla dans les conditions recommandées par le fournisseur,
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Tableau 1  Caractéristiques de ’étude.
Characteristics of the study.

Nom de l’étude

Recherche de mutations du géne EGFR chez les patients atteints d'un CBNPC :

comparaison des technologies Idylla et NGS lon Torrent

Type d’étude
Population

Evaluation prospective, diagnostique, monocentrique
Patients atteints d’un CBNPC pour lesquels une demande de statut mutationnel EGFR est

faite a la plateforme de genetique moléculaire de 'Institut de Cancérologie de [’Cuest

Nombre de patients 100 patients

Tester la concordance des résultats de la recherche des mutations du géne EGFR entre

Objectifs
l’automate Idylla et ’analyse par NGS d’un panel personnalisé de génes
Comparer la sensibilité des deux techniques
Comparer le délai de reponse entre les 2 techniques

Matériel Tissu FFPE : lames ou copeaux

Critére d’inclusion
Critéres de
nen-inclusion

Cellularité tumorale <10 %
Fixation au Bouin

Patient atteint d’un cancer bronchique non a petites cellules (tous types histologiques)

Quantité de matériel insuffisante pour réaliser simultanement e séquencage par NGS et
[’analyse sur automate Idylla selon les spécifications du fournisseur

une deuxiéme cartouche était réalisée. Afin d’augmenter la
quantité d'ADN, cette deuxiéme analyse a été réalisée en
augmentant le matériel FFPE ou a partir d’ADNg somatique
initialement extrait pour ’analyse NGS.

Résultats
Données anatomopathologiques

Parmi les 100 échantillons de CBNPC étudiés, les types his-
tologiques précisés par le laboratoire d'anatomopathologie
étaient les suivants 78 adeénocarcinomes, 7 carci-
nomes/adénocarcinomes non classés, 7 carcinomes épi-
dermoides, 7 carcinomes indifférenciés, et un carcinome
neuroendocrine & grandes cellules.

Concernant la nature des prélévements, 87 échantillons
étaient des biopsies, 4 étaient des piéces de résection et
9 étaient des cytoblocs.

Les cellularités tumorales variaient entre 10 % et 80 %
avec une moyenne de 38,95 %, un écart-type de 22,21 % et
une médiane a 40 %. Quarante-six échantillons présentaient
une cellularité tumorale inférieure ou égale a 30 % (Fig. 1).
Six échantillons FFPE ont €té obtenus sous la forme de sec-
tions de 10 pm étalées sur lame et 94 sous forme de copeaux
de méme épaisseur.

Résultats des caractérisations moléculaires de
I’EGFR

Les résultats de l"analyse moléculaire des échantillons FFPE
par les deux techniques sont synthétisés dans le Tableau 3.
Neuf échantillons ont été détectés avec au moins une muta-
tion de "EGFR par NGS et 7 par le systéme Idylla. L’ensemble
des variants EGFR retrouvés avec les deux techniques sont
rapportés dans le Tableau 4. Un variant de signification
inconnue p.(Gly729Glu) dans ’exon 18 du géne EGFR a été
détecté par NGS. Cevariantd’intérét théranostique non éta-
bli ne fait pas partie des mutations de ["EGFR recherchées
par le systéme Idylla. Quatre-vingt-trois échantillons ont été
rendus « non mutés EGFR » par ’analyse NGS. L'automate
Idylla indique 83 échantillons avec aucune mutation détec-
tée sur "ensemble des cibles recherchées de I’EGFR. Sept
échantillons sont non interprétables ou non contributifs par
NGS soit en raison de la dégradation importante de ADN,

soit liés a la faible quantité d’ADN initiale. Dix échantillons
sont non contributifs avec le systéme Idylla : 7 résultats sont
« invalides » et 3 échantillons présentent une valeur de Cq
controle EGFR supérieure a 26 considérée par le fournisseur
comme la limite de sensibilité. Trois échantillons sont non
contributifs avec 'une et l'autre des techniques (Fig. 2).

Analyse des résultats discordants entre les
deux techniques d’analyse de ’EGFR

Trois échantillons se sont révélés discordants (Tableau 4),
pour chaque cas les conditions matérielles requises par le
fournisseur pour la bonne exécution du test ont été respec-
tées.

Patient 1

Le prélévement était une biopsie d’adénocarcinome pulmo-
naire TTF1+ d’une femme de 66 ans, avec une cellularité
tumorale évaluée a 20 % (plus de 100 cellules analysables).
L’analyse par NGS met en évidence deux mutations EGFR : un
variant ¢.2154_2155GG > TT, p.(Gly719Cys) dans 'exon 18 et
un variant ¢.2303G>T, p.(Ser768lle) dans l'exon 20, avec
des fréquences alléliques respectives de 18,4 % et 14,7 %.
L’analyse sur ldylla ne détecte aucune mutation (Cq contrdle
EGFR=124). Cependant, 'outil Idylla Explore montre des
courbes d’amplification avec un nombre de cycles supérieur
au seuil de 26 pour les cibles G719C et S768| (Fig. 3E). Une
deuxiéme analyse |dylla réalisée avec 65ng d’ADNg utilisé
pour l'analyse par NGS permet au systeme |dylla de détecter
ces deux mutations.

Patient 2

Les copeaux d’échantillon FFPE recus au laboratoire étaient
issus d’une biopsie d’adénocarcinome pulmonaire TTF1+
chez une femme de 51 ans. La cellularité tumorale était de
10 % (avec moins de 100 cellules analysables). L'analyse par
NGS a détecté une délétion complexe ¢.2237_2255delinsT,
p.(Glu646 Ser752delinsVal) en phase dans l’exon 19 du géne
EGFR avec une fréquence allélique de 1,6 %. La présence
de cette délétion a été ensuite confirmée par analyse de
fragment.

L’analyse sur Idylla avec un copeau puis, dans un second
temps, avec 115ng dans 50 L d’ADNg somatique extrait

CHIRON-CHEVALIER Louise-Marie | Apport du NGS et de la caractérisation fonctionnelle
de variants somatiques pour l’accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie

OBG  93



Caractérisation moléculaire de ’EGFR dans les cancers bronchiques

393

Tableau 2 Mutations détectées par le test Idylla EGFR Mutation Test.
Mutations detected by the ldylla EGFR Mutation Test.

Oncogéne Exon Resultat rendu par
Idylla

Mutation

EGFR 18 G719A/C/S

19 Exon 19 deletions

20 T790M

S768|

Exon 20 insertions

21 L858R

L861Q

¢.2156G>C

c.2155G>T

c.2155G>A
c.2154_2155delinsTT
¢.2238.2248delinsGC
€.2239_2248delinsC
€.2240_2248del
€.2239_2247del
€.2239_2251delinsC
€.2240.2251del
€.2235.2249del
€.2236.2250del
€.2239_2253del
€.2240.2254del
c.2238_2252del
€.2237_2251del
€.2235_2252delinsAAT
€.22372252delinsT
c.2234.2248del
¢.2236.2253delinsCTA
€.2237.2253delinsTA
¢.2235_2251delinsAG
€.2236_2253delinsCAA
€.2230.2249delinsGTCAA
€.2240.2257del
¢.2237_2255delinsT
€.2239.2256del
€.2236.2253del
€.2239_2258delinsCA
€.2237.2254del
€.2238_2255del
€.2237_2257delinsTCT
¢.2236_2255delinsAT
¢.2236.2256delinsATC
€.2237_2256delinsTT
€.2237_2256delinsTC
€.2235.2255delinsGGT
¢.2238.2258del
€.2236.2256del
€.2253.2276del
c.2365C>T
c.2303G>T
€.23102311insGGT
€.2307_2308insGCCAGCGTG
¢.2309.2310delinsCCAGCGTGGAT
€.2311.2312insGCGTGGACA
€.2319.2320insCAC
c.2573T>G
¢.2573.2574delinsGT
€.2573.2574delinsGA
c.2582T>A

pour l'analyse NGS ne détecte aucune mutation. Dans  de fond important ne permet pas a l"algorithme du logiciel
ces deux analyses sur le systéme ldylla, les valeurs de Idylla d’interpréter les résultats.

Cq contréles EGFR sont respectivement de 24,6 et 23,6,

respectant la limite de 26 du fabricant. L’apparition de pro- Patient 3

duits d’amplification mutation spécifique avant le contrble

EGFR total semble indiquer une amplification non spécifique Le prélévement concerne une biopsie d’adénocarcinome
importante dans certaines chambres (Fig. 4A—E). Ce bruit pulmonaire chez un homme de 85 ans. La cellularité
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Cellularité tumorale 10%
Cellularité tumorale 20-25%
Cellularité tumorale 30%
Cellularité tumorale 40%
Cellularité tumorale 50%
Cellularité tumorale 60%
Cellularité tumorale 70%
Cellularité tumorale 80%

Figure 1.  Répartition des cellularités tumorales des échantillons.
Distribution of samples tumor cellularities.

Tableau 3  Résultats de la recherche de mutation du gene EGFR par chaque technique.

Results of the EGFR gene mutation testing by each technique.

Résultats NGS lon Torrent Idylla

Mutés EGFR 9 7

Non mutés EGFR 83 83

Variant de signification inconnue 1 o]

EGFR

Non interprétables/non contributifs 7 10 dont :
7 échantillons Cq controle EGFR
>26

3 «invalides »

_\DYLLA N,

7

Interprétables

NGS
(« non mutés EGFR »)

\
\

WGS A,

4

Interprétables
Idylla
(« absence de
mutation »)

3

Figure 2.  Echantillons non interprétables (NI).
Uninterpretable (NI} samples.

tumorale des copeaux était estimée a 20 % (avec plus
de 100 cellules analysables). L'analyse par NGS a mis en
évidence deux mutations EGFR : un variant c.2573T>G,
p.(Leu858Arg) dans ’exon 21 a une fréquence allélique de
34,8 % et un variant ¢.2369C>T, p.(Thr790Met) dans |’exon

20 a une fréquence allélique 9,9 %, proche d'un polymor-
phisme ¢.2361G>A, p.(GIn787GIn) (Fig. 5). L'analyse sur
I’automate Idylla a partir d’une section de 10 .m ou a partir
de 50ng dans 50 pL d’ ADNg somatique extrait pour 'analyse
NGS détecte uniguement la mutation EGFR p.(Leu858Arg)
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Patient 1: amplification curves generated by the Idylla system in the Idylla Explore tool.

< Back to runs

L 36050669

50 50 50
as| A s B — s C
a0 10 a0

20 —

s/

10|/

05

00

25 05 05
a0 0

a0 i
0 10 20 30 40 S0 60 70 6 10 20 30 40 5 6 W 0

EGFR GENOTVRE: ~

1900723 T ADN extrait Q
LB3BR; NO MUTATION DETECTED

TanseT @ A TanorT @ am Tanser
o718 y - - ® Del1s - - Del12
insh - - Delo/21a ® Del18/2ibi24
& L8610 > - - @ EGFATotal > - T90M
@ EGFRTolal © 2348 ® EGFR Total

10 20 30 40 50 60 10 0

® insASVO/ASVIN/E s o718A
o Laser - . G19C
@ EGFATowl 2368 insSVD.
o me2 - o s768
& EGFRTom! © 2246

nly Target Detected @ inly Vahd curves (@)

50 50

45| D as| E
40 40

a5 15

20 a0

25 25

20 = T 20

15 15
o/ 1o

o8 08

a0 oo

s 5

10 -+

0
10 20 30 40 S0 60 0 0 10 20 30 40 S0 €0 70

Run details

@  Am Tanoer @ A Tanser e A

Figure 4.

Patient 2 : courbes d’amplification générees par le systeme Idylla dans l’outil Idylla Explore. La présence d’amplification nan

spécifique dans les chambres A, B, D et E ne permet pas a l’algorithme du logiciel Idylla d’interpréter les résultats et d’identifier la mutation
mise en évidence par NGS (délétion complexe ¢.2237_2255delinsT, p.(Glu646_Ser752delinsVal) en phase dans ’exon 19 du géne EGFR). On

note une absence d’amplification dans la chambre C.

Patient 2: amptification curves generated in each room by the Idylla system in the ldylla Explore tool.

(Cq controles EGFR respectivement a 22,7 et 22,6). Les
courbes de PCR dans Idylla Explore ne montrent pas de
bruit de fond dans la chambre de détection de la muta-
tion p.(Thr790Met) (Fig. 6 C), le systéme Idylla valide donc
I’absence de cette mutation.

Autres cibles moléculaires mises en évidence
par 'analyse NGS

Pour 37 échantillons sur les 100 analysés, les mutations
non EGFR d’intérét pour la prise en charge des patients

(Tableau 5) ont été rendues au prescripteur apres analyse
NGS avec le panel de 21 génes, et quarante-huit échantillons
ont été rendus non mutés.

Aspects pratiques : délais, ressources
humaines, procédure qualité

Séquencage par NGS

En termes de délai, ["analyse par séquencage NGS d’une
série d’échantillons de tumeurs thoraciques au laboratoire
de biologie moléculaire de U'Institut de Cancérologie de
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A. Polymorphisme EGFR ¢.2361G>A, p.(GIn787Gln)
B. Mutation EGFR ¢.2369C>T, p.(Thr790Met)
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Figure 5.  Visualisation avec U'outil Integrative Genomic Viewer du variant c.2369C>T, p.(Thr790Met) détecté par NGS (patient 3). Poly-

morphisme EGFR ¢.2361G>A, p.(GIn787GIn) ; mutation EGFR ¢.2369C>T, p.(Thr790Met).
Integrative Genomic Viewer visualization of ¢.2369C>T, p.(Thr790Met) mutation detected by NGS (patient 3).
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Figure 6. Patient 3 : courbes d’amplification générées par le systéme Idylla dans Uoutil Idylla Explore. Dans la chambre D, la mutation
L858R est clairement détectée. En revanche, dans la chambre C, les courbes d’amplification ne permettent pas de visualiser la mutation
T790M mise en évidence par NGS. Les chambres A, B et E ne montrent pas d’amplification spécifique.

Patient 3: amplification curves generated by the ldylla system in the Idylla Explore tool.
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Tableau 5 Mutations indiquées sur le compte rendu de
biologie moléculaire aprés analyse NGS.
Mutations en molecular biology report from NGS analysis.

Géne(s) Nombre d’échantillons
KRAS 22
KRAS et STK11 9
MET 2
BRAF V600E 1
BRAF non V600E 1
NRAS 1
HER2Z 2

'Quest nécessite : la partie technique semi-automatisée de
3 jours réalisée par des techniciens qualifiés et habilités puis
le séquencage et ’analyse bioinformatique effectués en 2
jours. Linterprétation et la validation biologique par des
biologistes moléculaires ajoutent 2 jours selon le nombre
de variants identifiés et le nombre d’échantillons de la
série. Le délai de rendu des résultats annoncé au prescrip-
teur de 10 jours ouvrés est en général respecté. L’analyse
par NGS requiert une infrastructure adaptée (locaux pré-PCR
et post-PCR, thermocycleur, séquenceur et consommables
et un personnel qualifié). La démarche qualité comprenant
"habilitation-qualification du personnel, les procédures et
l'analyse bioinformatique selon la norme ISO 15189 est
complexe.

Plateforme Idylla

Pour ’analyse d’un échantillon sur le systéme Idylla : la
partie technique consiste a déposer le matériel FFPE dans
la cartouche a usage unique et a charger celle-ci dans
le module Idylla (temps inférieur a 2 min). L’analyse par
’automate dure 150 min pour un échantillon, temps auquel
il faut rajouter 'interprétation biclogique qui est trés
variable en fonction de la complexité du cas. Cette interpré-
tation biologique est réalisée avec la valeur de Cq contrdle
EGFR grace au rapport Idylla automatiquement généré.
Pour plusieurs échantillons, le délai de rendu des résultats
dépend du nombre de modules disponibles au laboratoire.
Aucune infrastructure ou matériel particulier n’est néces-
saire pour la réalisation de la technique Idylla. La démarche
qualité selon la norme ISO 15189 est simple (marquage CE-
IVD) et ne requiert pas de compétence particuliére.

Discussion/conclusion

La preuve de U'intérét de la caractérisation des mutations
de UEGFR dans les CBNPC n’est plus a faire compte tenu
de Uefficacité des ITK-EGFR dans cette pathologie. L'enjeu
pour les laboratoires réalisant cette analyse est aujourd’hui
de répondre aux prescriptions de maniére sensible et spéci-
fique dans des délais compatibles avec la prise en charge
des patients. Cette étude prospective inédite avait pour
objectif de comparer deux technologies : le systéme de PCR
temps réel entiérement automatisé Idylla ciblant 51 muta-
tions de ’EGFR et le séquencage par NGS d’un panel de
21 génes comprenant les exons 18 a 21 de UEGFR. Les
études publiées évaluant Uldylla EGFR Mutation Test sont
des études rétrospectives comme celle d’llie et al. compa-
rant systéme Idylla et pyroséquencage [7]. Les spécifications
des fournisseurs ont été respectées pour les 100 échantillons
testés avec les deux techniques. L’intérét particulier de ce

travail était d’avoir une évaluation concréte a la fois scienti-
fique et pratique des techniques, dans les conditions réelles
de ’activité d’un laboratoire de biologie moléculaire des
cancers. L’étude a ainsi été effectuée sans biais de choix
d’échantillons et avec les contraintes quotidiennes rencon-
trées dans cette localisation tumorale [8]. Dans quasiment
la moitié des cas, les prélévements avaient une cellularité
inférieure ou égale a 30 % dont 19 avaient une cellularité
tumorale estimée a 10 % par le pathologiste.

Le taux de mutés EGFR retrouvé dans cette étude (9 %)
est en deca du taux attendu dans la littérature [3,4]. Deux
arguments expliquent ce résultat. D’une part, la fréquence
des mutations de 'EGFR est 4,4 fois plus élevée pour les
types adénocarcinomes que pour les types non adénocar-
cinomes [9], or parmi les 100 échantillons de cette étude,
15 échantillons étaient de type histologique non adénocar-
cinome dont 7 carcinomes épidermoides. D’autre part, le
taux de mutation est dépendant de la cellularité tumorale,
or 46 % des échantillons présentaient une cellularité tumo-
rale < 30 % et donc un risque accru de résultats faussement
négatifs.

Les résultats montrent une concordance partielle entre
les deux techniques concernant les résultats non contri-
butifs. De méme, parmi les mutations EGFR retrouvées,
7 échantillons étaient concordants et 3 échantillons étaient
discordants avec une mutation EGFR caractérisée par NGS
et non retrouvées sur ldylla.

La premiére discordance concernait une co-mutation
EGFR présente a des fréquences alléliques > 10 % par NGS,
une seconde cartouche Idylla avec une quantité plus élevée
de matériel a permis la mise en évidence des mutations,
indiquant que cette discordance peut étre attribuée a une
quantité insuffisante de matériel insérée dans la cassette. En
pratique, lorsqu’on met dans la cassette Idylla un copeau de
10 um, selon les recommandations du fournisseur Biocartis,
on ignore la surface réelle de I’échantillon. Dans ce pre-
mier cas discordant, la cellularité tumorale était de 20 %.
’augmentation de la quantité de matériel avait donc per-
mis de passer d’un Cq controle EGFR de 24 (proche de 26,
seuil & partir duquel le résultat EGFR ne peut étre rendu)
4 22,8. Dans ce cas l'analyse des courbes d’amplification
par ldylla Explore a permis de suspecter la présence des
deux mutations caractérisées par NGS et d’envisager une
approche complémentaire (Fig. 3E).

La seconde discordance concernait un échantillon avec
une cellularité tumorale estimée d’environ 10 %. L’analyse
par NGS caractérisait une délétion dans l'exon 19 de ’EGFR
avec une fréquence allélique de 1,6 %, inférieure a notre
sensibilité analytique évaluée a 2,5 %. Aprés confirmation
de sa présence par analyse de fragment, cette altération a
cependant été rendue auprés du prescripteur permettant
ainsi au patient d’accéder a une thérapie ciblée par un
ITK-EGFR. Dans ce cas, |’augmentation de la quantité de
matériel introduite dans la cassette Idylla n’a pas permis
la mise en évidence de la mutation malgré des valeurs de
Cq controle EGFR a 24,6 avec 1 copeau et 23,6 avec 50 pL
d’ADNg extrait. L’analyse des courbes d’amplification par
ldylla Explore montre dans les deux analyses un bruit de
fond dans plusieurs chambres de PCR (Fig. 4), le résultat
est donc éliminé par ’algorithme. Il ne semble donc pas ici
que la faible quantité de matériel soit a ’origine du résul-
tat négatif. Cette discordance souligne a la fois la grande
sensibilité de I’analyse NGS et Uintérét de tester tous les
échantillons indépendamment de la cellularité pour donner
le maximum d’opportunités thérapeutiques au patient.
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L’échantillon impliqué dans la troisieme et derniére dis-
cordance présentait une cellularité tumorale de 20 %, les
deux techniques ont détecté la présence d’une mutation de
sensibilité p.(Leu858Arg), mais seul le NGS a retrouvé une
mutation p.(Thr790Met) a une fréquence allélique de 9,9 %.
Cette mutation présente une grande importance en pratique
clinique puisqu’elle est trés couramment associée a une
résistance acquise aux ITK-EGFR de premiére et deuxiéme
générations [10—13] et ouvre accés a un ITK-EGFR de troi-
siéme génération, ['osimertinib [14]. Le systéme Idylla n’a
détecté la mutation ni dans les conditions CE-IVD avec
un copeau ni en présence d’une quantité d’ADNg soma-
tique plus importante bien que dans les deux cas les Cq
contrdles EGFR étaient trés satisfaisants (respectivement
22,7 et 22,6). La sensibilité analytique annoncée par le four-
nisseur pour la mutation p.{Thr790Met) avec un Cq contrdle
EGFR de 22,4 est de 3,9 % donc bien inférieure a la fré-
quence allélique retrouvée au NGS. Cependant, la présence
du polymorphisme p.(GIn787Gln) en amont de la mutation
p.(Thr790Met) pourrait expliquer l'absence de détection
de la mutation p.(Thr790Met). En effet, pour une valeur
de Cq contrble EGFR de 22,7, la sensibilité du variant
p. (Thr790Met) en présence du polymorphisme p.(GIn787Gln)
a éte estimée par le service Recherche et Développement
Biocartis a 15 % donc trés supérieure a la fréquence allélique
retrouvée de 9,9 % par NGS. « L’Exome Aggregation Consor-
tium » (ExAC) indique que ce polymorphisme p.(GIn787Gln)
est présent chez 52 % de la population. Dans le cadre d’une
prescription de recherche de mutation de résistance de
I'EGFR aux ITK-EGFR de premiére ou deuxiéme génération,
en cas d’absence de détection du variant p.(Thr790Met) et
du fait de l'importance de cette mutation dans la prise
en charge des patients, il serait conseillé d’effectuer une
analyse complémentaire par une méthode insensible & la
co-mutation p. (GIn787Gln).

En outre, U’analyse par NGS d’un panel de 21 génes
comprenant ceux recommandés par "INCa permet de détec-
ter de maniére exhaustive les mutations de I'EGFR, dont
la mutation de résistance aux ITK-EGFR de troisiéme géné-
ration p.(Cys797Ser) [15] qui est absente des mutations
recherchées par le systéme Idylla. L'analyse par NGS per-
met également la détection sur d’autres génes de variants
d’intérét thérapeutique. Par exemple, parmi les muta-
tions retrouvées (Tableau 5), les mutations activatrices des
oncogénes KRAS ou BRAF dans les CBNPC sont générale-
ment mutuellement exclusives des mutations EGFR [16]
et donnent ainsi une information précieuse sur les traite-
ments a mettre en place. Par ailleurs, la présence d’une
co-mutation des génes KRAS et STKT1 a été associée a une
moindre réponse aux inhibiteurs de checkpoints immuni-
taires (anti-PD-1, anti-PD-L1) [17]. Ou encore, les mutations
susceptibles de créer un saut d’exon 14 du gene MET ou
les insertions dans \’exon 20 du géne HER2 sont des muta-
tions d’intérét dans les CBNPC et peuvent constituer des
cibles thérapeutiques [18]. Les fréquences des mutations
non EGFR retrouvées au NGS dans les 100 échantillons testés
(Tableau 5) sont en accord avec les données de la littérature
concernant les fréquences des oncogénes activés dans les
CBNPC [3,4].

D’un point de vue pratique, le systéme Idylla est
d’utilisation extrémement simple aussi bien au niveau
des infrastructures, du matériel et de la technique en
comparaison avec le NGS. La démarche qualité selon
la norme 1SO15189, les ressources humaines nécessaires
et U’habilitation du personnel sont également en faveur
d’ldylla. La technique Idylla permet un délai de réponse

de quelques heures pour un échantillon, temps auquel
il faut rajouter Uinterprétation biologique du résultat et
possiblement de visualisation et d’analyse des courbes
d’amplification obtenues par Idylla Explore. Selon notre
expertise, une analyse des courbes d’amplification devrait
étre systématique pour des valeurs de Cq comprises entre
23 et 26,

En conclusion, pour les 100 échantillons testés de
maniére prospective simultanément par séquencage NGS
et par automate Idylla, 3 faux négatifs ont été rappor-
tés avec le systéme Idylla, mais aucun faux positif sur un
total de 9 patients éligibles a une thérapie ciblée par les
ITK. Par ailleurs, il est a noter que sur les 12 variants de

I’EGFR identifias par NGS parmi leg @ natients. 4 variante
vowe i 1GENUINES par ivsa Parmi 85 7 padents, & varianis

n’ont pas été rendus par la procédure de compte rendu
automatique de l"automate Idylla. Ces résultats sont en
faveur d’une bonne valeur prédictive positive du sys-
téme ldylla mais d’une valeur prédictive négative moins
satisfaisante. Il faut cependant rappeler le contexte par-
ticulier des CBNPC ol les échantillons sont trés souvent
pauvres en quantité de matériel et en cellules tumorales
et approchent alors les limites de sensibilité des techniques
analytiques.

Pour diminuer le nombre de faux négatifs avec le sys-
téme Idylla, notre expérience nous incite a recommander :
d’une part, augmenter le nombre de copeaux insérés dans
la cassette en cas de faible cellularité tumorale du pré-
levement, et d’autre part, regarder systématiquement les
courbes d’amplification avec Idylla Explore pour les échan-
tillons avec une valeur de Cq contréle EGFR entre 23 et 26,
ce qui est le cas pour un tiers des échantillons. L’analyse des
courbes d’amplification peut permettre une seconde ana-
lyse Idylla avec plus de matériel FFPE ou avec de [’ADNg
somatigue extrait, ce qui est actuellement une utilisa-
tion en dehors des recommandations du fournisseur. La
possibilité de récupérer le lysat dans la cassette Idylla préa-
lablement analysée pourrait également étre envisagée pour
optimiser [’analyse et détecter d’autres cibles d'intérét.
Pour les valeurs de Cq contrble EGFR inférieures & envi-
ron 23, automate Idylla semble une méthode rapide de
réponse pour une caractérisation ciblée d’une majorité de
variants de UEGFR. Cependant, une analyse par séquencage
NGS est une alternative plus informative pour les échan-
tillons faiblement cellulaires, avec un Cq controle EGFR
limite et pour la recherche de la mutation de résistance
p.(Thr790Met) aux ITK-EGFR de premiére et deuxiéme géné-
rations.
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DISCUSSION ARTICLE 1

Cette étude prospective avait pour objectif de comparer deux technologies : le
systéme de PCR temps réel entiérement automatisé Idylla ciblant 51 mutations de I'EGFR

et le séquencage par NGS d’un panel de 21 génes comprenant les exons 18 a 21 de I'EGFR.

Du point de vue du matériel tumoral, les 100 échantillons ont parfaitement mis en
lumiére les contraintes auxquelles sont confrontés les laboratoires de biologie moléculaire
en termes de qualité et quantité de matériel pour les CBNPC. En effet, quasiment la moitié
des prélevements avaient une cellularité tumorale inférieure ou égale a 30% dont 19
estimée a 10% par le pathologiste. Il est donc évident que la premiére qualité attendue
pour les techniques de détection des mutations de I'EGFR est la meilleure sensibilité
possible, celle-ci étant prioritaire sur la facilité d’utilisation de la technique, ce qui permet
de maximiser les chances d’accés aux thérapies ciblées et en particulier pour cette étude
aux ITK-EGFR.

Concernant la recherche de mutations activatrices EGFR, la technique NGS s’est
avérée supérieure a la technique automatisée Idylla en termes de sensibilité et en termes
d’efficacité de détection de la mutation de résistance p.Thr790Met aux ITK-EGFR de
premiére et deuxiéme générations. Depuis cette publication en 2020, le débat concernant
la recherche de mutations EGFR a changé pour deux raisons. D’une part, I'osimertinib (ITK-
EGFR de troisieme génération) est recommandé et autorisé dés la premiére ligne de
traitement des CBNPC quelle que soit la mutation activatrice de I'EGFR (en dehors des
insertions de I'exon 20). Cependant la détection des mutations de résistance on target
secondaires a l'osimertinib est devenue incontournable pour orienter la prise en charge
thérapeutique a progression. La plupart de ces mutations de résistance, dont la plus
fréquente p.Cys797Ser3¢8, ne sont pas détectées par les kits commerciaux de PCR temps
réel les plus utilisés (Cobas EGFR Mutation Test v2, Therascreen EGFR RGQ PCR Kit v2,
Idylla EGFR Mutation). D’autre part, de nouvelles opportunités thérapeutiques sont
apparues récemment, et plus particulierement les médicaments ciblant les insertions de
I'exon 20 de I'EGFR (poziotinib, mobocertinib, amivantamab). Les kits commerciaux sus-
cités ne détectent que les insertions de I’'exon 20 les plus fréquentes et avec une sensibilité
variable, entrainant une perte d’information importante sur I'addiction oncogénique de la

tumeur et une perte de chance pour le patient a partir de la deuxiéme ligne de traitement.

Malgré les efforts des industriels pour la mise en place de techniques simples et
rapides de détection des mutations activatrices de I'EGFR, le NGS reste a ce jour la

technique de choix dans ce cadre.

Par ailleurs, le NGS présente I'avantage de permettre la détection d’altérations

autres que les mutations de I'EGFR, ces altérations permettent de mieux comprendre le
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mécanisme de tumorigénése de chaque tumeur et d’élargir le champ de la médecine
personnalisée dans le CBNPC. Notre travail a mis en évidence cet avantage du NGS (avec
un panel de 21 génes comprenant les cibles recommandées par I'INCa) avec la détection,
parmi les 100 échantillons testés, de mutations activatrices de KRAS (dont 10 mutations
p.Gly12Cys donnant accés au sotorasib) parfois associées a des mutations du géne
suppresseur de tumeurs STK11, de mutations altérant I'épissage de lI'exon 14 de MET,

d’insertions dans I'exon 20 d'HER2, de mutations activatrices de BRAF ou encore de NRAS.

De plus, le séquencage de I’ARN par NGS (RNAseq) s’est largement développé ces
derniéres années, permettant de détecter de maniére sensible et spécifique de nouvelles
altérations de type réarrangements génomiques aboutissant a des transcrits de fusions
pour lesquels des thérapies ciblées sont aujourd’hui autorisées (fusions impliquant NTRK,
ALK, ROS1, RET ou MET avec différents partenaires). Ainsi, en amont du NGS, une
extraction des acides nucléiques totaux a partir d’échantillons tumoraux (FFPE ou congelés)
permet une stratégie paralléle (analyse simultanée par NGS ciblée sur ADN et ARN) ou une
stratégie séquentielle (analyse par NGS ciblée sur ADN dans un premier temps puis, en
absence de driver retrouvé au niveau des genes EGFR, BRAF, KRAS, ERBB2 et MET, une
analyse ciblée sur ARN réalisée dans un deuxiéme temps). Il faut noter que moins de 47%
des tumeurs de CBNPC sont pan-négatives sur ces drivers. L'équipe de Cohen et al.
propose en 2020 une évaluation comparative de ces deux stratégies d’analyse moléculaire
de CBNPC (Figure 27) et recommande une stratégie flexible en fonction du statut
tabagique : les non-fumeurs devraient bénéficier d’'une stratégie simultanée et les fumeurs
d’une stratégie séquentielle. En effet, parmi les tumeurs de non-fumeurs testées, 22%
présentaient une fusion ou une anomalie d’épissage versus 2% pour les fumeurs.3%® En
pratique et en attente de recommandations de I'INCa ou des sociétés savantes, les
parametres a prendre en compte sont I'équipement du laboratoire, I'accés au statut
tabagique du patient, le colt des tests qui doit rester cohérent avec leur remboursement
et le délai de rendu des résultats pour une prise en charge compatible avec la mise en

place rapide d’un traitement.
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Figure 27 : Approches paralléle et séquentielle pour I'analyse moléculaire des CBNPC.
D’aprés Cohen et al.?%°

En outre, I'analyse moléculaire de I’ADNtc s’est largement développée dans le
contexte de CBNPC. Compte tenu de la faible quantité d’ADNtc, cette recherche doit étre
réalisée avec des techniques d'une grande sensibilité analytique. Certaines techniques
ciblées commerciales comme le kit Cobas EGFR Mutation Test v2 marqué CE-IVD
annoncent une trés bonne sensibilité dans I’ADNtc pour les mutations les plus fréquentes
d’EGFR, d’autres ne sont qu’au stade du développement (Société Biocartis). La sensibilité
du NGS, généralement aux alentours de 2% de fréquence allélique, a été nettement
améliorée ces derniéres années grace a une nouvelle approche visant a étiqueter les
fragments d’ADN par des barcodes moléculaires uniques appelés UMI (Unique Molecular
Identifiers) avant toute étape d’amplification par PCR. Cette approche a permis de détecter
et méme corriger les erreurs dans les lectures (reads) issus du NGS ainsi que de quantifier
avec précision le nombre des molécules initiales d’acides nucléiques. L'utilisation d’UMI
dans les panels de génes de NGS est particulierement utile dans le cadre de I'analyse de

I’ADNtc mais elle reste cependant couteuse.

En conclusion concernant ce premier article, malgré un temps un peu plus long, la
supériorité du NGS pour l'analyse moléculaire des CBNPC s’'impose aujourd’hui pour
I'exhaustivité des cibles recherchées, pour sa grande sensibilité notamment dans I’ADNtc
grace aux UMI, et pour le séquencage d’ARN en deuxiéme voire en premiére intention.

Cependant, les techniques ciblées peuvent trouver leur place en cas d’urgences extrémes.
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2. INTERPRETATION FONCTIONNELLE DES VSI BRCA1 et BRCA2

Les génes BRCA1 et BRCA2 sont des génes suppresseurs de tumeur principalement
impliqués dans les voies de réparation de I'’ADN. La mise en évidence d'altérations
pathogénes de ces génes présente un double enjeu en cancérologie : d’'une part
I'implication dans une prédisposition héréditaire a certains cancers et d’autre part en tant

gue biomarqueur d’une sensibilité accrue aux thérapies ciblées orales par iPARP.

En génétique tumorale, la recherche de variations pathogénes des génes BRCA requiert
un séquencage complet des parties codantes et introniques avoisinantes par NGS. Les
variants qui en résultent sont répartis sur toute la longueur des génes et le role des
laboratoires est d’évaluer leur pathogénicité en se basant sur des algortihmes décisionnels
utilisant des bases de données, des critéres cliniques et de co-ségrégation, des outils de
prédiction informatiques ou encore des données fonctionnelles. Le développement du NGS,
des consultations d’oncogénétique et des iPARP ont progressivement permis de mettre en
évidence des milliers de variants BRCA1 et BRCAZ2 incluant un grand nombre de VSI qui
restent aujourd’hui a annoter que ce soit dans un but de conseil génétique ou dans un but
théranostique. Pour progresser dans la caractérisation de ces VSI BRCA1 et BRCA2, le
développement de tests fonctionnels s'impose. Par ailleurs, en génétique somatique, seuls
des échantillons FFPE sont disponibles et la qualité des acides nucléiques de ces

échantillons est médiocre.

Ainsi nous proposons deux méthologies d’évaluation fonctionnelle de VSI BRCA
adaptées a la contrainte des tissus FFPE et réalisables dans un délai compatible avec les
impératifs de prise en charge des patients par les thérapies ciblées. L'article 2 expose une
démarche expérimentale limitée aux variants d’épissage du géne BRCA1, applicable a
d’autres génes. A partir de I’ARNm extrait de tissus tumoraux FFPE, le principe repose sur
une analyse par électrophorése capillaire aprés transcription inverse puis amplification par
PCR pour visualiser les potentiels sauts d’exons ou rétentions d’introns. La méthodologie
présentée dans l'article 3 permet quant a elle la caractérisation fonctionnelle de VSI non
limitée aux altérations d’épissage et basée sur la technologie d’édition génomique CRISPR-
Cas9. Chaque mutation est évaluée par un score fonctionnel. Cette méthodologie est

applicable a tous les génes suppresseurs de tumeurs essentiels dans un modéle unique.
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Abstract

Background The identification of pretherapeutic somatic BRCA variants can have considerable clinical impact given that
they affect response to the new poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)-targeted therapy. One major issue with this type of
testing is the identification of splicing variants of uncertain significance (VUS) on degraded somatic messenger RNA. It is
therefore important to be able to quickly characterize these splice variants.

Objective As part of PARP inhibitor targeted therapy, we have investigated a method for the direct confirmation of potential
pathogenic somatic splice variants of BRCAI found in fixed tumor samples. Previously these VUS have commonly only
been tested by in silico analysis.

Methods Five BRCAI variants affecting splicing were characterized from formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) ovarian
carcinoma tissues by next-generation sequencing (NGS). Three patient samples had already been functionally characterized
and were used as controls. Total somatic RNA from samples was extracted, reverse-transcribed, and amplified with several
primer pairs encompassing the target exon. The polymerase chain reaction (PCR) products were analyzed by capillary gel
electrophoresis to assess possible changes in size due to splicing alterations. Finally, we confirmed our results by cloning,
followed by Sanger sequencing, and analyzed the expression of the aberrant forms.

Results Our molecular approach made it possible to visualize the splicing outcomes of three variants (c.5194-2A>G,
¢.5434C>G, and ¢.347+1G>A) already identified and present in databases and/or identified with prediction tools (ClinVar,
UMD, ARUP Utah database, and Human Splice Finder splices sites prediction) and to confirm their exon skipping conse-
quences, their expression in tumors, and thus their pathogenicity. The c.4484+5G> A variant was not found in databases and
was predicted to have no impact on splicing, but was found to display altered processing in tumor tissue. This variant also
had a major detrimental impact on transcriptional expression.

Conclusion In a break from purely in silico approaches, we propose a simple and rapid pretherapeutic functional analysis of
somatic BRCA/ variants potentially involved in splicing alterations. This approach will allow more ovarian cancer patients
to benefit from new therapies targeting PARP.

Louise-Marie Chevalier and Amandine Billaud contributed
equally to this work.

Many variants of uncertain significance on BRCA1
Electronic supplementary material The online version of this splicing are detected by next-generation sequencing in
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1 Introduction

Ovarian cancer (OC) is the seventh most common cancer
and the eighth leading cause of death in women worldwide
[1]. Epithelial ovarian cancer (EOC) accounts for more than
90% of all OCs, and the most common histological subtype
is high-grade serous [2]. Patients are often diagnosed with
advanced disease and are typically managed with cytore-
ductive surgery followed by platinum-based chemotherapy.
However, most patients relapse and are further treated with
additional lines of salvage chemotherapy that may increase
survival but are not curative [3]. Consequently, there is a
rising interest in the use of targeted molecular and biologic
therapies in EOC treatment, including antiangiogenic agents,
signaling pathway inhibitors, immunotherapies [4, 5], and
poly (ADP-ribose) polymerase inhibitors (PARP1). PARPi is
a pharmacological inhibitor of the poly (ADP-ribose) poly-
merase (PARP) enzymes that play a key role in regulating
several DNA repair pathways and, notably, single-stranded
breaks (SSB). Direct inhibition of PARP leads to accumula-
tion of S§Bs, causing the collapse of replication forks and
accumulation of DNA double-stranded breaks (DSBs) [6].
DSBs are commonly repaired by non-homologous end-
joining (NHEI) or by a homologous recombination repair
system. BRCA1, BRCA?2, and other homologous recombi-
nation proteins are recruited to repair DNA DSBs. Tumor
cells with altered BRCA1 or BRCA?2 function are markedly
sensitive to PARPi due to homologous recombination defi-
ciency (HRD). Cell death due to the simultaneous lack of
function of two or more genes is the cornerstone of synthetic
lethal therapies [7]. Furthermore, previous treatments with
platinum-based chemotherapies induce DNA damage, which
is not repaired due to BRCA1/2 lack of function. Increasing
genomic instability sensitizes cells to PARPi, resulting in
enhanced cytotoxicity [8].

In the European Union, maintenance treatment with PARP1
is approved for relapsed platinum-sensitive EOC patients pre-
senting BRCAI/Z deficient variants. Acquired or inherited
variants in different DNA repair pathways may be found in
EOC. The introduction of PARPI into clinical practice and the
availability of data from the trials SOLO1 (D0816C0O0001)
and SOLO?2 (DO816C0O0002) suggest the clinical utility
of BRCAI/2 testing within a time period compatible with
the beginning of targeted therapy (within a maximum of
2 months). Apart from BRCA//2 inherited variants, somatic
BRCAI/2 variants occur in approximately 7% of EOC [9],
and these women could also benefit from PARPi in terms of
improved survival following recurrence. Therefore, genetic
testing by next-generation sequencing (NGS) of somatic
BRCAI/BRCAZ variants in EOC is a general practice. Unlike
germline variants, many somatic variants are reported but
not annotated or not even reported in scientific publications
or BRCAI/2 databases, and the assessment of their clinical
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impact is an important issue in theranostic expertise. Among
these variants of uncertain significance (VUS), the functional
implication of some putative BRCA /2 splicing variants is very
difficult to interpret. Whereas alteration of the canonical splice
site (directed by the GU-AG rules) are well understood, in
some reported cases, the rules do not seem to apply, high-
lighting the importance of functional testing [10]. Moreover,
classification of exonic or intronic variants bevond these 2
bps remains difficult. These variants could affect splicing by
various means: exon skipping, intron retention, activation of
cryptic splice sites, or introduction of new splice sites within
introns and exons. Even silent variants could have unexpect-
edly deleterious impacts on messenger RNA (mRNA) splicing
[11]. It is well known that splicing variants are largely under-
estimated [12], and as a consequence, many patients cannot
benefit from PARPi therapy. To assess variant pathogenicity
on the splicing machinery, in silico prediction algorithms are
available, but these tools are not 100% reliable [12].

The aim of this study was to apply, within a period consist-
ent with the implementation of PARPi, a method to deter-
mine the pathogenic potential of some BRCA /7 somatic poten-
tial splicing VUS commonly tested using in silico prediction
analysis. For this purpose, we used an experimental direct
analysis of somatic mRNA extracted from formalin-fixed,
paraffin-embedded (FFPE) tissue. Reverse transcription poly-
merase chain reaction (PCR) analysis revealed several aber-
rant transcripts resulting from splicing alterations, which were
confirmed by sequencing.

2 Materials and Methods
2.1 Study Design

Potential splice variants characterized in somatic genomic
DNA (gDNA) by NGS were confirmed by Sanger sequenc-
ing and tested for pathogenicity by comparing databases
and predictive bioinformatics tools. Experimental analysis
of somatic mRNA was then performed to directly assess
the impact of these somatic splice variants on splicing and,
consequently, on protein function (Fig. 1a).

2.2 Tissue Samples and Cell Lines

Tumor specimens were obtained from five patients with
high-grade serous EOC assessed by an experienced histo-
pathologist. The study was conducted on FFPE tissue sam-
ples. Hematoxylin and eosin (H&E)-stained slides were
used to determine tumor cell content by area. For each
sample, three 10-um sections from FFPE blocks were used
for DNA or RNA analysis. The NCI-H1975 cell line (ATCC
® CRL5908™) was used for quality control at each step.
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2.2 DNA and RNA Extraction Protocol

DNA isolation from FFPE samples was performed with the
NucleoSpin® DNA FFPE XS Kit (Macherey—Nagel) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. RNA isolation from
FFPE samples was performed with the Recover AllI™ Total
Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Thermo Fisher) using
the manufacturer’s instructions. Both concentrations were
determined using the Qubit (Thermo Fisher) associated with
the Quantifiuor dsDNA System Kit (Promega) for DNA and
the Qubit RNA HS Assay Kit (Thermo Fisher) for RNA.

2.4 NGS and Data Analysis

The first stages of NGS library preparation were carried
out with the Oncomine BRCA Assay Manual Kit (Thermo
Fisher Scientific). Briefly, barcoded libraries were gener-
ated from 20 ng of DNA per sample. Two premixed pools
of 265 primer pairs for entire BRCAI/2 coding regions and
noncoding putative splice boundaries were used to generate
the sequencing libraries. Clonal amplification of the libraries
was carried out by emulsion PCR using an Ion Chef System
{Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s
instructions. The prepared libraries were then sequenced
on Ion Torrent S35 Sequencer using Ton 320&530 Kit Chef
(Thermo Fisher Scientific). Variants of interest were visual-
ized in Integrative Genomics Viewer (IGV), a high-perfor-
mance visualization tool for interactive exploration of large
integrated genomic datasets on standard desktop computers
[13]. Human Genome Variation Society (HGVS)-approved
guidelines (http://www.hgvs.org/mutnomen/) were used for
BRCAI nomenclature. The variants found by NGS were
researched in the UMD-BRCA1 database (http://www.umd.
be/BRCAL/) [14], the ClinVar database (https:/www.ncbi.
nlm.nih.gov/clinvar/) [15], and the BRCA Mutation Data-
base (hitp://www.arup.utah.edu/database/BRCA/Home/
BRCAL1 landing.php).

2.5 Sanger DNA Sequencing

Sanger sequencing was used to confirm the variants char-
acterized by NGS and to sequence complementary DNA
(cDNA) cloned in pGEM®.T Easy Vector Systems (Pro-
mega). Primers specific to the PCR template were designed
using Primer3 and BLAST (https://primer3plus.com/ and
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Cus-
tom DNA oligonucleotides were purchased from Eurofins
Genomics (https://www.eurofinsgenomics.eu/). PCR using
Go Taq G2 Hot Start Colorless Master Mix (Promega) or
GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega) was followed
by purification with Nucleospin Gel and PCR Clean-up Kit
{Macherey—Nagel). Sequencing was performed with the

dye terminator chemistry BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Thermo Fisher) on the 3130 ABI Genetic
Analyzer (Thermo Fisher). The sequencing data were viewed
and analyzed using Sequencing Analysis 3.3.1 software.

2.6 RT-PCR and BRCA7T cDNA Characterization

Reverse transcription PCR (RT-PCR) was carried out with
the SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Invitrogen)
using 200 ng of total RNA. Specific primers were designed
encompassing the exon of interest for the evaluation of exon
junctions. A subsequent PCR was performed using GoTaq®
Flexi DNA Polymerase (Promega) on an Eppendorf ther-
mocycler to obtain fragments of interest, whose sizes were
evaluated by capillary electrophoresis using the QIlAxcel
Advanced (Qiagen) system with the QlAxcel DNA High-
Resolution Kit (1200). PCR products were separated on
3% agarose gels and visualized with a fluorescent nucleic
acid dye [GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)],
and bands of interest were extracted by the Nucleospin
Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel). DNA
fragments were ligated into pGEM®-T Easy Vector Sys-
tems (Promega) before bacterial transformation in JIM109
High-Efficiency Competent Cells (Promega). The plasmid
was extracted by the NucleoSpin® Plasmid Kit (Mach-
erey—Nagel), and sequencing was performed with the Big-
Dye TerminatorV1.1 Kit from Thermo Fisher, as described
by the manufacturer.

2.7 InSilico Analysis

The Human Splice Finder (HSF) algorithm was employed
for splice site prediction [16]. The HSF system combines
12 different algorithms, including the Maximum Entropy
Model (MaxEntScan) [17], to identify and predict the effect
of variants on splicing motifs, including the acceptor and
donor splice sites, the branch point, and auxiliary sequences
known to either enhance or repress splicing [exonic splicing
enhancers (ESE) and exonic splicing silencers (ESS)].

2.8 RT-qPCR Analysis of BRCAT Expression

We evaluated the impact of aberrant transcripts on BRCAJ
expression by performing reverse transcription quantitative
polymerase chain reaction (RT-qPCR) on cDNA generated
by reverse transcription, as described above. We used prim-
ers designed for specific amplification of the expected full-
length transcript or the exon-skipping transcript. We thus
designed two sets of primers for each variant. Another set
of primers was designed to amplify the junction between
exons 2 and 3, as an internal control. The primer sequences
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Somatic DNA Somatic mRNA
NGsl l RT-PCR
Putative splice mutation cDNA
Direct analysis of
Sanger somatic mRNA
i cDNA clanin
Sequencing confirmation Capillary et Sanger
electraphoresis sequencing
Conflicting interpretation Impact on splicing : PARPi access

Sample mutations —» c.213-1G>A c.547+1G>A
v v

Exon

Intron

Fig. 1 Workflow for splice variant assessment in this study. a Evalu-
ation of the functional impact of variants on splicing by combined
somatic DNA sequencing followed by directed cDNA cloning-sequenc-
ing from mRNA isolated from FFPE samples. b Exon—intron structure
of the BRCAI gene, according to http://wormweb.org/exonintron. The

are provided in Table 1. Analysis was performed using Sybr
Green (Thermo Fisher Scientific) and the comparative Cr
method [2MACH].

3 Results
3.1 Patients and Tumors Characteristics

In this study, the mean age at diagnosis was 63.2 vears
(range 53-72 years). The five patients were Caucasian and
had OC. The search for somatic variants of the BRCA/
and BRCAZ genes in our laboratory was essential for
their therapeutic management, determining whether or
not they were given PARPi. Tissue samples came from
primary tumors or from metastatic tissue. All tumor sam-
ples received in the laboratory had sufficient tumor cel-
lularity (> 10% tumor cells) to search for variants. The
characteristics of these tumors are summarized in Table 2.
Two patients selected for this study had a putative splic-
ing VUS, and functional characterization was therefore
required. Moreover, three patients, with variants already
classified as pathogenic, were selected to assess the valid-
ity of our protocol.
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c.4484+5G>A c.5194-2A>G  ¢.5434C>G
v v v

positions of the sequence variants found in each sample and evaluated
here are indicated. cDNA complementary DNA, FFPE formalin-fixed,
paraffin-embedded, mRNA messenger RNA, NGS next-generation
sequencing, PARPI poly (ADP-ribose) polymerase inhibitor, R7-PCR
reverse transcription polymerase chain reaction

3.2 DNA Analysis: BRCAT Variants, Databases
Analysis, and In Silico Prediction

A BRCA! variant with a high allelic frequency (mean 63.3%,
range 48.5-75.9) was demonstrated by NGS for each patient
(Table 3). Variants were visualized on IGV and confirmed
by Sanger sequencing. The results presented here are those
obtained from patient 4 (Fig. 2a, b). The results obtained for
the other patients are shown in the supplementary figure (see
the electronic supplementary material). Primer sequences for
putative pathogenic variants confirmed by Sanger sequencing
are shown in Table 1. With collaboration with the genetics
department of the Institur de Cancérologie de 'Ouest, we
found that two out of the five variants were germline and two
were somatic. We were unable to search for a germline vari-
ant in one of the five patients (the patient died in the weeks
following the search for BRCA! and BRCAZ somatic variants).

For interpretation of the pathogenicity of the sequenced
variants (Table 3), one variant [c.4484+5G>A (p.?)] was
listed only in the ClinVar database, with the interpretation
“uncertain significance,” and was absent from the other
databases consulted. The other variants were classified as
deleterious (“pathogenic™ or “likely pathogenic”) in at least
one of the three databases consulted.
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Table 1 PCR primer pairs used to amplify and sequence mutated BRCA fragments and to analyze its expression

Variants Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3") T, (O
¢.5194-2A>G  AGGGGAGTGGAATACAGAGT GCCTGAATGCCTTAAATATG 55 BRCAI variant
c.4484+5G>A  AAACTGGAGAAAGTATGGTGAAAAA GGCCTTTCTGCTGACAAGTT 55 confirmation bY_
.5434C>G CAAGCACCAGGTAATGAGTG AGTGACAGTTCCAGTAGTCCT 55 SagEsEaneneng
¢ 347+1G>A AAAGCTGCCTACCACAAATA GGATACAACCTCAAAAGACG 55
€.213-1G>A ACCTGTGTCAAGCTGAAAAGC CACTGCCATCACACGGTTTA 55
€.5194-2A>G  GGTGACCCAGTCTATTAAAGAAA GGGCCCATAGCAACAGAT 53 BRCA] mutated
c.4484+5G>A  ATCCAGAACAAAGCACATCA CAACTGTGCATGTACCACCT 55 fragment
€.5434C>G TACAGCTGTGTGGTGCTTCT GTGCTACACTGTCCAACACC 55 amplifization
c347+1G>A CCGTGCCAAAAGACTTCTAC TGCCTTATTAACGGTATCTTCA 55
¢.213-1G>»A GCCTTCACAGTGTCCTTTATG CGGTTTCTGTAGCCCATACT 53
Exon 2-3 TGCAGAAAATCTTAGAGTGTCCC AAATATGTGGTCACACTTTGTGG 58 BRCAJ expression by
Exon 19-20 GGGTGACCCAGTCTATTAAAGAAA CCATTGACCACATCTCCTCTGA 59 qPCR analysis
Exon 19-21 AAAATGCTGAATGAGATCTTCA CATTCCAGTTGATCTGTGGGC 56.5
Exon 13-14 TCCAGAACAAAGCACATCAGA GCCTTCTGGATTCTGGCTTAT 57.6
Exon 13-15 GCACATCAGAAAAAGGTCATCC TCCCAGAGCAACTGTGCAT 575
Exon 22-23 GGAGCTTTCATCATTCACCCTTGG AGCCATTGTCCTCTGTCCAGG 61.8
Exon 22-24 ATTCACCCTTGGCACACAAT CACTGTCCAACACCCACTCT 585
Ex7-8 AGACTTCTACAGAGTGAACCCG ACAGTTCCAAGGTTAGAGAGTTGG 595
Ex7-9 CCGAAAATCCTTCCTTGGAT CTTGATCTCCCACACTGCAA 56.6
PCR polymerase chain reaction, gPCR quantitative polymerase chain reaction, T, melting temperature
Table 2 Baseline tumor characteristics
Sample
1 2 3 4 5
Age at diagnosis 53 66 68 25 57
(years)
Tumor histology High-grade High-grade High-grade High-grade Ovarian clear cell
Serous ovarian carci-  Serous ovarian carci-  Serous ovarian carci-  Undifferentiated ovar- adenocarcinoma
noma noma noma ian carcinoma
Tumor type Primary Metastatic Metastatic Metastatic Primary
Tumor stage (FIGO)  Ille v Unknown e -
Tumor contents 80% 60% 30% 60% 70%
Tumor fragment type  Surgical sample Biopsy Biopsy Biopsy Surgical sample

FIGO Federation International of Gynecology and Obstetrics

In silico prediction tools (HSF; Table 3) identified four
of the five variants studied as having potentially altered
splicing. The ¢.4484+5G>A (p.?) variant found in sam-
ple 2 was predicted by HSF to likely have no impact on
splicing.

3.3 RNA Analysis

The fragment amplified from the BRCA ! wild-type (WT)
H1975 cell line produced the expected full-length transeript

(Table 1) and was used as a positive control, together with a
BRCA! WT FFPE sample. Samples 1 (¢.5194-2A>G) and

4 (c.547+1G>A) generated two fragments, corresponding
to the mutated fragment and the WT fragment, and sam-
ples 2 (c.448445G>A) and 3 (¢.5434C>G) yielded only the
mutated amplicon. All PCR products were further character-
ized by Sanger sequencing to confirm the putative exon skip-
ping (Fig. 2c—e). The results shown are those for sample 4.
The results for the other patients are presented in the supple-
mentary figure (see the electronic supplementary material).
Sample 5 (¢.213-1G>A) did not generate any useful PCR
products for further analysis. Sanger secuencing confirmed
exon skipping and the presence of aberrant transcripts in the
four samples analyzed (Fig. 2e and Table 3).
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skipped exon. d Sanger sequencing of the 83-bp amplicon after clon-
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Table 3 Results of BRCAT analysis

Sample
1 2 3 4 §
DNA (ng/mL) 38.8 23 7.4 8.2 L
Varjants ¢.5194-2A>G c.4484 +35G> A c.3434C> G c.347+1G>A c.213-1G>A
AA change p.? p.? p.Prol812Ala p.? p.?
Exon 20 14 23 8 6
Allele frequency (%) 75.7 64.5 75.9 48.5 519
Somatic or germline Somatic Unknown Germline Somatic Germline
ClinVar database PathogenicAikely Uncertain significance Pathogenic/likely Likely pathogenic Pathogenic
interpretation pathogenic pathogenic
UMD database Not recorded Not recorded Class 5: Causal Not recorded Class 5: Causal
interpretation
ARUP Utah Class 3: Definitely Not recorded Not recorded Not recorded Class 3: Definitely
database pathogenic pathogenic
interpretation
HSF splice sites Alteration of the WT  Alteration of an Creation of an exonic ~ Alteration of the WT  Alteration of the WT
prediction acceptor site, most intronic ESS site ESS site donor site, most acceptor site, most
probably affecting Probably no impact on Potential alteration of probably affecting probably affecting
splicing splicing splicing splicing splicing

LOVD database Pathogenic Not recorded
ENIGMA database  Not recorded Not recorded
COSMIC identifiers Not recorded Not recorded
RNA analysis Exon 20 skipping Exon 14 skipping
results 1.5194_3277del 1.4358_4484del

Predicted protein
impact

Alteration of the
BRCT?2 domain

Alteration of the
coiled-coil domain

Alteration of an
exonic ESE site

Potential alteration of
splicing

Conflicting
interpretations of
pathogenicity

Not recorded

Not recorded

Exon 23 skipping

r5415_5477del

Alteration of the
BRCT2 domain

Not recorded

Not recorded
COSM3387921
Exon 8 skipping
r.442_547del

Alteration of the MB2
domain (interaction
with c-Myc)

Activation of an intronic
cryptic acceptor site

Potential alteration of
splicing

Pathogenic

Not recorded
COSM6922026
No result

No result

AA amino acid, ESE exonic splicing enhancer, ESS exonic splicing silencer, ZSF Human Splice Finder, WT wild-type

3.4 Evaluation of Splicing Alteration Expression
by qPCR Analysis

We were able to demonstrate the occurrence of alterna-
tive splicing events for these BRCAI variants. However,
we also performed RT-gPCR and compared full-length
and aberrant transcripts to assess the real impact of the
variants on transcript levels (Fig. 3). For each patient, the
results were compared to those for an FFPE sample with
WT BRCAI expression, to check the specificity of our
primers. Exons 2 and 3 (RING domain) were also ampli-
fied, as an internal control. Given the large differences in
BRCAT expression between samples, results were normal-
ized with this internal control. All primer (Table 1) effi-
ciencies were assessed before the experiment, and ranged
from 103.5 to 110.1%. As in the previous analysis, no
amplicon was obtained from sample 5. For patients 1 and

4, the production of aberrant transcripts was demonstrated,
but the full-length forms were more abundant (Fig. 3a, d).
By contrast, patients 2 and 3 mostly produced the aberrant
transcript (Fig. 3b, c¢). These results were consistent with
the results of capillary electrophoresis (Fig. 2¢ and sup-
plementary figure C).

3.5 Theranostic Impact and Clinical Utility

Following the molecular proof of BRCAI splice altera-
tion, patients 1 (c.5194-2A>G) and 4 (c.347+1G>A)
were treated with a PARPi (olaparib) according to the
recommendations (recurrent platinum-sensitive OC with
mutation). Both patients presented a relapse, after 3 and
9 months, respectively, of maintenance treatment. Unfortu-
nately, patient 2 (c.44844+5G>A) died a few weeks after the
oncologist’s request for analysis. Patient 5 (c.213-1G>A)
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Fig.3 Analysis of aberrant transcript levels. Aberrant and full-length
transcript levels were compared by RT-qPCR analysis. Another FFPE
sample with WT BRCAI expression was used to check the efficiency
of the aberrant form primers. An internal control (exons 2 and 3 of

is in remission after the first line of platinum-based chemo-
therapy, and is eligible for treatment should a platinum-
sensitive relapse occur. Patient 3 (c.5434C>G) presented
a recurrent platinum-sensitive OC, and PARPI (olaparib)
maintenance therapy was therefore initiated. The therapeu-
tic decisions taken after screening for BRCA! variants and
patient outcomes are summarized in Table 4.

4 Discussion
NGS analysis of tumors currently allows the determination

of somatic DNA alterations indicative of a potential response
to targeted therapy and is now part of clinical treatment
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affin-embedded, mRNA messenger RNA, RT-gPCR reverse transcrip-
tion quantitative polymerase chain reaction, WT wild-type

decisions. For high-grade serous ovarian tumors, olaparib was
the first clinically recommended PARPi used with efficacy on
platinum-sensitive tumors at relapse with inactive BRCA7 or
BRCAZ. Germline variants of these two genes are widely doc-
umented through available databases. However, we and others
observed a significant number of exclusive somatic variants
frequently without annotation. In these later cases, bioinfor-
matics analysis alone with the usual tools does not always
identify a functional consequence, particularly for VUS
mvolved in splice alteration. In the absence of molecular proof
of BRCA1/2 activity loss linked to a putative somatic splice
variant, the patient cannot benefit from olaparib treatment.
To answer the functional consequence question, we
used poor-quality RNA from FFPE tumors to evaluate their
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Table 4 Theranostic impact of BRCAI variants

Samples Variants Therapeutic decisions Patients outcomes

1 ¢.5194-2A>G Eligible for PARPi Platinum-sensitive recurrent ovarian cancer
Progression after 3 months on PARPi (olaparib) maintenance treatment
Chemotherapy combining gemcitabin and bevacizumab
Deceased

c.44844+5G>A Eligible for PARPi Deceased weeks after oncologist request

3 c3434C> G Eligible for PARPi Platinum-sensitive recurrent ovarian cancer
Maintenance treatment by PARPI (olaparib) since 6 months

4 347 +1G> A Eligible for PARPi Platinum-sensitive recurrent ovarian cancer
Progression after 9 months on PARPi (olaparib) maintenance treatment
Chamnathavamy sombindnog Anvamihisin and savkoaslatin ginesa 2 mnntha
Chemotherapy combining doxorubicin and carboplatin since 2 months

5 c.213-1G>A Eligible for PARPi Remission after first-line chemotherapy

PARPi poly (ADP-ribose) polymerase inhibitor

functional impact (Fig. 1a, b). The principle is to reverse tran-
scribe RNA from fixed tissue extract. After cDNA synthesis,
BRCAI-specific PCR products were size selected to find evi-
dence of splicing alteration. Lower fragment sizes compared
to cDNA from WT transcripts were cloned and sequenced to
provide molecular evidence of splicing aberrations. From the
BRCAI ovarian tumor somatic DNA sequences, five variants
of the BRCAT gene were identified for further study: four vari-
ants located at intron—exon boundaries and one exonic variant
were experimentally characterized for their potential splicing
regulatory element affectation. Three of the patient samples
have already been classified and were used as positive controls
to assess the validity of our protocol. We then analyzed the
expression of the forms with aberrant splicing, to determine
whether they really had a detrimental effect on transcript lev-
els and thus protein production. However, our FFPE samples
also contained WT cells due to tumor heterogeneity, so the
levels of aberrant transcripts may have been underestimated.

Variant ¢.5194—2A>G was reported to be pathogenic in
the databases used and in a previous study [19], and the in
silico prediction tool favored a disturbance to splicing. Our
experimental analysis of RNA extracted from FFPE tissue
showed the skipping of exon 20 for this variant, confirming
the expected deleterious character, and validated the method
for poor-quality RNA (see the supplementary figure). The
production of the transcript displaying exon 20 skipping was
confirmed (Fig. 3a). Despite the high frequency of the vari-
ant (75.4%), the abundance of this aberrant form was one-
third that of the full-length transcript.

Variant ¢.547+1G>A was only reported in the ClinVar
database as “likely pathogenic”, and the in silico tool was
in agreement for an alteration of splicing that we confirmed
with exon 8 skipping (Fig. 2a-d). However, this aberrant
form seems to be minor in terms of transcriptional expres-
sion (Fig. 3d).

Variant c.4484+5G>A was only reported in the ClinVar
database as “uncertain significance™ and the prediction tool

that we used predicted no impact on splicing. We experi-
mentally showed exon skipping in tumor RNA, and the bio-
informatic interpretation was in conflict with our results.
However, this functional characterization of splicing altera-
tion had a major theranostic impact because we were able
to give access to the targeted therapy using PARPi. Moreo-
ver, this variant had a major transcriptional impact, because
it was overexpressed with respect to the full-length form
(Fig. 3b).

The intron—exon junction ¢.213—1G>A found in patient 5
was pathogenic in databases, and HSF evaluation predicted a
splicing aberration already characterized in previous studies
[19, 20]. However, this variant could not be confirmed by
our functional testing as a consequence of poor RNA quality.

Concerning the exonic variant ¢.5434C>G from patient 3,
our experimental analysis of mRNA from the FFPE sample
confirmed that it induces a major splicing alteration, with
exon 23 skipping, resulting in predicted protein termination
within the second BRCT domain of BRCAI. The aberrant
form was also a major event in this sample (Fig. 3c). This
result confirms published findings [18, 19].

An analysis of patient outcomes (Table 4) revealed a cor-
relation with the levels of the mutated transcripts. Patients
1 (¢.5194-2A>G) and 4 (c.547+1G>A) both suffered
relapses, after 3 and 9 months, respectively, of PARPi main-
tenance treatment. Moreover, their aberrant forms seemed
to have a minor impact on BRCA7 expression (Fig. 3a, d).
By contrast, patient 3 (c.5434C>G), who presented a variant
with a major impact on transcriptional expression (Fig. 3¢),
is still on PARPi maintenance treatment. Despite the small
number of patients studied, this correlation is potentially
mteresting and merits a more extensive analysis.

First, we were able to demonstrate that mRNA from FFPE
tumor samples could be used directly to produce biological
evidence on the splicing alteration of BRCAI and BRCAZ
transcripts. As a positive control, we verified the deleterious
effect of well-documented splice variants (c.5194-2A>G,
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¢.547+1G> A, and ¢.213-1G>A) in mRNA from ovarian
tumor tissue FFPE slices. Furthermore, the clinical util-
ity has also been shown for VUS or unreported variants
(c.4484+5G>A and ¢.5434C>G). For this purpose, our
results clearly indicate that a functional analysis of non-
pathogenic predicted splice variants by in silico tools is
essential to give access to PARPi. Finally, and perhaps most
importantly, our protocol is compatible with the delays in
the management and implementation of the targeted therapy
expected by clinicians in less than 2 months.

However, we must emphasize some limiting biological
parameters: variation in the quantity and quality of transcript
material extracted from the FFPE tumor sample, low allelic
frequency variants that could be more difficult to isolate by
the cloning technique, and long exons (mainly more than
250 bp) for which the FFPE RNA fragments will not allow
visualization of the WT strand. In that event, if the splicing
process is altered, we will only be able to see the shorter
mutated strand. Consequently, in the case of normal splicing,
we will not see any band for the patient after amplification.
In this latter case, a positive control with gDNA from the
cell line confirms that the absence of the amplicon is not due
to PCR artifacts.

In a break with purely in silico prediction, we propose a
rapid pretherapeutic functional analysis of BRCA /2 splice
site variants of unknown significance at diagnosis with a
delay of far less than 2 months. Moreover, our reported data
emphasized the possible use of degraded mRNA from FFPE
in clinical practice to confirm a potential splice event. The
analysis of splice variants directly from FFPE samples has
already been reported for variants of BRCA and other tumor
suppressors, demonstrating the feasibility of extending our
method [21]. However, we chose to check the initial evalu-
ation by cloning and Sanger sequencing. This last step was
not done in the previous study, potentially preventing the
characterization of somatic VUS with low frequencies due
to tumor heterogeneity, as Sanger sequencing is not very
sensitive. Finally, investigation of BRCA1/Z putative splice

I\ Adis

variants in our laboratory follows the decision tree shown in
Fig. 4. This approach will allow more OC patients to benefit
from this new targeted therapy on PARP and, by extension,
could be applicable to any theranostic interpretation of puta-
tive splice variants, such as the c-MET gene in non-small
cell lung carcinoma.
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DISCUSSION ARTICLE 2

La détection dans la tumeur de variations pathogénes des génes BRCA1 et BRCAZ2,
qu’elles soient somatiques ou constitutionnelles, conditionne la prise en charge du patient
et I'accés aux thérapies ciblées par iPARP. Les localisations concernées par ces indications
se multiplient (ovaire, sein, pancréas, prostate) générant un nombre croissant d’analyses
NGS entrainant inexorablement la mise en évidence d’'une myriade de VSI au niveau de
ces deux génes. L'interprétation de ces VSI est donc devenu un enjeu majeur pour les
laboratoires de génétique tumorale. Théoriquement, tous les VSI sont susceptibles
d'impacter |'épissage, le type d’événement d’épissage alternatif le plus fréquemment

détecté dans les génes BRCA étant le saut d'un ou de plusieurs exons.

A partir de I’'ARNm de tissus tumoraux FFPE, 5 variants du gene BRCA1 ont été
étudiés. L’analyse par électrophorése capillaire aprés transcription inverse puis
amplification par PCR permet de visualiser les potentiels sauts d’exons ou rétentions
d’introns. Un clonage suivi d’'un séquengage de Sanger a permis de vérifier la présence de
sauts d’exons chez 4 des 5 patients (c.5194-2A>G, c.5434C>G, c.547+1G>A et
c.4484+5G>A). Pour le 5®™, |le matériel extrait était de qualité insuffisante pour étre
analyser par cette technique. A noter que, depuis la publication de cet article,
I'interprétation dans ClinVar du variant c.547+1G>A est passé de « Likely pathogenic » a
« Pathogenic / Likely pathogenic » et celle du variant c.44844+5G>A de « Uncertain
significance » a « Conflicting interpretations of pathogenicity » suite a une soumission de
ce variant I"évaluant en classe IV.37% Ces modifications vont dans le sens de nos résultats.
Le principal avantage de cette approche d’évaluation de VSI est qu’elle peut permettre de
mettre en évidence une anomalie d’épissage dans un temps compatible avec la mise en

place d’un traitement par iPARP.

Pour analyser pleinement I'impact d’une variation splicéogénique, il est essentiel
d’évaluer la contribution de l'alléle muté dans la production respective des transcrits
aberrants, d’une part, et des transcrits normalement épissés, d’autre part. En effet, les
modifications apportées aux pré-ARNm telles que des sauts d’exon peuvent étre a l'origine
d’un décalage du cadre de lecture responsable de l'introduction d’un codon stop prématuré
dans les molécules d’ARNm mature. Ces transcrits porteurs d’un codon stop prématuré
peuvent étre dégradés par le systéme de surveillance NMD évitant ainsi la production de
certaines protéines tronquées susceptibles d’inhiber la fonction de la protéine pleine
longueur.3’! Dans ce travail, I'analyse du niveau d’expression des transcrits mutés a été
réalisée par RT-qPCR. De maniére intéressante, cette analyse s’est montrée corrélée au
devenir des patients traités par iPARP (Figure 3 et Table 4) : le patient dont I'expression
du transcrit muté était supérieure a celle du transcrit non muté a montré la réponse la plus

longue aux iPARP. Cette corrélation entre impact transcriptionnel et réponse au traitement
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serait a étudier dans une cohorte plus importante pour comprendre la plus ou moins grande

sensibilité des patients présentant pourtant tous des variants pathogéniques.

Cependant, cette approche présente certaines limites :

- Si aucune anomalie n’est détectée sur I’ARN tumoral, cette technique ne permet en
aucun cas d’exclure une anomalie d’épissage.

- Il faut connaitre I'exon susceptible d'étre concerné par I'anomalie d’épissage, car le
design des amorces dépend de cette information. S'il y a un saut d’un autre exon, il ne
sera pas mis en évidence.

- Un saut d’exon ou la perte d'un fragment d’exon n’est pas systématiquement associé
a une perte de fonction de la protéine. Si la majorité des transcrits alternatifs des genes
BRCA induisent un décalage du cadre de lecture conduisant a l'introduction d’un codon
stop prématuré potentiellement cible du NMD ou sont non-codants a la suite de
I’élimination du codon d'initiation de la traduction, certains transcrits pourraient
générer des isoformes fonctionnelles. C’'est notamment le cas des transcrits présentant
des délétions en phase, des modifications des régions terminales non codantes ou
encore des codons stops prématurés non cibles du NMD car localisés au niveau du
dernier exon. Certains travaux ont d’ores et déja démontré le caractere fonctionnel, au
moins en partie, de quelques isoformes dont notamment celles résultant du saut de
I'exon 9 et 10 de BRCA1, du saut des exons 4 a 7 de BRCA2 ou encore, du saut de
I'exon 12 de BRCAZ2.350,372-374 | 'interprétation de notre approche comprend donc deux
parties : dans un premier temps la mise en évidence d'une anomalie d’épissage dans
I’ARNm tumoral du patient, et dans un 2™ temps la recherche dans la littérature
d’anomalies avec des conséquences protéiques similaires (par exemple variation

entrainant le méme saut d’exon).

La méthode de caractérisation fonctionnelle des variants affectant I'épissage du gene
BRCA1 présentée dans cet article peut étre étendue. Elle est déja mise en application dans
notre laboratoire pour identifier les sauts d’exon 14 du gene MET dans I’ARNm tumoral de
patient souffrant de CBNPC puisque ce type de variant donne accés aux thérapies ciblées
par inhibiteurs de MET. A ce jour, des sauts d’exon 14 de MET ont été identifés pour plus
d’une trentaine de VSI ou variants non répertoriés de MET détectés par NGS au laboratoire.
Pour plus d’efficacité et de rapidité dans la prise en charge, les acides nucléiques totaux
sont extraits en premiére intention dans les CBNPC pour permettre les analyses

secondaires sur ARN.

Quels que soient les génes, les potentiels variants d’épissage sont nombreux, la
fonctionnalité et la pertinence biologiques de ces anomalies sont encore trés peu
appréhendées et nécessitent de mettre en place des analyses fonctionnelles plus robustes

parmi lesquelles I’'édition génomique est aujourd’hui la plus prometteuse.
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Mario Campone® and Alain Morel' "

Abstract

Background: Targeted therapies in oncology are promising but variants of uncertain significance (YUS) limit their use
for clinical management and necessitate functional testing in vitro., Using BRCAT and BRCA2? variants, which have
conseguences on PARP inhibitor sensitivity, and POLE variants, potential biomarkers of immunotherapy response, we
developed a rapid functional assay based on CRISPR-Cas2 genome editing to determine the functional conseguences
of these variants having potentially direct implications on patients’ access to targeted therapies.

Methods: We first evaluated the functional impact of 26 BRCAT and 7 BRCAZ variants by editing and comparing NGS
results between the variant of interest and a silent control variant. Ten of these variants had already been classified as
benign or pathogenic and were used as contrals. Finally, we extended this method to the characterization of POLE
VUS.

Results: For the 23 variants that were unclassified or for which conflicting interpretations had been reported, 15 were
classified as functionally normal and 6 as functionally abnormal. Another two variants were found to have intermediate
conseguences, both with potential impacts on splicing. We then compared these scores to the patients’ responses to
PARP inhibitors when possible. Finally, to prove the application of our method to the classification of variants from
other tumor suppressor genes, we exemplified with three POLE VUS. Among them, two were classified with an
intermediate functional impact and one was functionally abnormal. Bventually, four POLE variants previously classified
in databases were also evaluated. However, we found evidence of a discordance with the classification, variant
p.leud24val being found here functionally normal.
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Conclusions: Our new rapid functional assay can be used to characterize the functional implication of BRCAT and BRCAZ
variants, giving patients whose variants were evaluated as functionally abnormal access to PARP inhibitor treatment.
Retrospective analysis of patients’ responses to PARP inhibitars, where accessible, was consistent with our functional score
evaluation and confirmed the accuracy of our protocol. This method could potentially be extended to the dlassification of
VUS from all essential tumor suppressor genes and can be performed within a timeframe compatible with clinical

applications, thereby having a direct theranostic impact.

Keywords: Variants of uncertain significance, Genome editing, Functional testing, BRCA1, BRCAZ, POLE, Cancer, Theranostic

Background

Over the last two decades, the therapeutic options avail-
able in oncology have evolved towards therapies targeted
based on tumecral genetic information [1]. These new
treatments improve patient outcomes and have fewer
adverse effects. However, the functional significance of
many variants of targetable genes remains unknown. In
the ClinVar [2] database, 237 934 variants of uncertain
significance (VUS) are registered for the total set of
genes considered (32 951 genes represented). Most are
missense variants and potential splice site variants. With
recent technical improvements and the development of
whole-exome and whole-genome sequencing, this num-
ber of VUS is likely to rise still further in the coming
years [3], with one in three variants classified as VUS
overall, and 80% located on tumor suppressor genes [4].
As VUS affect treatment options and patient manage-
ment, this trend highlights the need for a method of
functienal testing.

Variants of the BRCAI and BRCAZ genes can be used
to illustrate this crucial problem. These two tumer sup-
pressor genes have many roles, mostly in genome pro-
tection via the homologous recombination (HR) pathway
[5=7]. Inheritable mutations of BRCAI/2 increase the
risk of breast cancer (50-80%) and ovarian cancer (40—
60%) [8, 9], and have also been implicated in prostate
and pancreatic cancers. With the development of PARP
inhibitors, patheogenic variants of these genes are now
bicmarkers of response to these treatments [10-12].
Their multiple interaction domains and protein partners
account for the tremendous diversity of variants found
in tumors. More than 2660 BRCAI and 4840 BRCAZ
VUS are registered in ClinVar, which means that re-
spectively 35.7% and 45.7% of the total currently known
BRCAI and BRCA2 variants are VUS. However, data-
bases, such as ClinVar (https://www.ncbinlm.nih gov/
clinvar/), BRCA exchange (https://brcaexchange.org/),
and UMD [13] (Universal Mutation Database, http://
www.umd.be/BRCA1/), mostly contain germline vari-
ants. Somatic variants, which may be detected in only
one or two individuals, also exist and many such variants
remain unreported. Functional testing in vitro is cur-
rently based on transcriptional activation [14, 15], HR
activity [16, 17], and splicing [18-20]. However, such

tests are not necessarily compatible with clinical man-
agement in terms of the time taken to obtain results to
guide treatment.

Thus, CRISPR-Cas9 genome editing is a promising
tool for meeting the challenge of YUS classification [21-
23]. We first tested genome editing on dipleid cells, but
the efficiency of editing was low and clonal expansion,
which is time-consuming, was required. Moreover, most
of the clones were heterozygous, with highly variable
sensitivity to PARP inhibitors depending on proliferation
rates. We therefore used haploid HAP1 cells. Here, we
adapted the concept developed in BRCAI variant
characterization by saturation genome editing [24, 25] to
the study of specific variants detected in cur clinical test-
ing laboratory. By comparing editing frequencies, by
next-generation sequencing (NGS), between a variant of
interest (testing variant) and a silent variant classified as
benign, and therefore functionally normal (control vari-
ant), we were able to calculate a functional score and to
evaluate the functional consequences of 23 BRCAI/2
VUS and 10 BRCAI/2 variants already classified as be-
nign or pathogenic. Among those, 23 were characterized
in our laboratory during somatic mutation testing in pa-
tients. In this retrospective analysis, where patients had
received PARP inhibitors, their responses were com-
pared to the functional score calculated for their variant.
We finally extended our methed to the evaluation of
seven variants of POLE, another tumor suppressor gene
biomarker for immunotherapy administration, demon-
strating the potential utility of this appreach for
characterization of variants of others essential tumor
suppressor genes. The essentiality of the BRCAIL,
BRCA2, and POLE genes in our haploid model [25, 26]
was a key feature, making it possible to evaluate function
rapidly, within less than 3 weeks, compatible with a dir-
ect benefit of the patient carrying the variant.

Methods

Population

Tumor suppressor gene (BRCAI, BRCA2, and POLE)
somatic variants included in this study were selected
solely based on their status of variants of uncertain sig-
nificance or unclassified variants; well-known variants
were also analyzed as controls. All of them were
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characterized by next-generation sequencing at the fusti-
tut de Cancérologie de I'Ouest (ICO, Angers, France).
Consequently, 25 patients suffering from high-grade ser-
ous ovarian cancer were enrolled in this study, eriginat-
ing from the Institut de Cancerclogie de 'Ouest and the
Centre Hospitalier du Mans (Le Mans, France). The
functional consequences of these selected variants were
evaluated by genome editing in haploid cells and the re-
sults were compared to the patients’ response to PARP
inhibitors where available. These patients were treated
with PARP inhibitors at the ICO, allowing access to their
treatment results. This retrospective study was approved
by the local ethics committee of Angers medical univer-
sity (France) under the reference 2020-05.

HAP1 cell culture

Wild-type haploid HAP1 cells were purchased from
Horizon Discovery and cultured in Isocove’s modified
Dulbecco’s media (IMDM) containing L-glutamine and
25 mM HEPES (Corning), supplemented with 10% fetal
calf serum (Eurobio). Cells were grown at 37 °C, under
an atmosphere containing 5% CO, and were passaged
before confluence, to prevent reversion te the diploid
state. Haploidy of HAP1 cells was confirmed by measure
of DNA content via coleration with propidium icdide
(PT) dye following Vindelov method [27] and cytometry
analysis before their use.

Genetically engineered HAP1 cells

Polyclonal LIG4 knock-out cells were generated with
CRISPR-Cas® technology [28]. Briefly, a guide RNA
{(gRNA) was first designed to target the second exon with
an AfllII restriction site three nuclectides upstream from
the PAM sequence. An Alt-R CRISPR-Cas9 crRNA (IDT
DNA) (5"-CAATTACACAGTACGTGTCT-3") and an
Alt-R CRISPR-Cas9 tracrRNA with an ATTO550 fluores-
cent dye (IDT DNA) were complexed at a final concentra-
tion of 1 pM with 6 pmol of Alt-R S.p. Hifi Cas9 Nuclease
V3 (IDT DNA) in presence of Lipofectamine CRISPR-
MAX Cas9 Transfection Reagent (Thermo Fisher Scien-
tific). The mixture was incubated for 20 min, and reverse
transfection was then performed by adding RNA-Cas9 1i-
bonucleoprotein complexes to 1.6 x 10° cells. Four hours
after transfection, cells were sorted by FACS based on
ATTO550 fluorescence. Only 20% of cells with the highest
level of fluorescence were retained and used to seed with
IMDM supplemented with 1% penicillin-streptomycin
{(Gibco). The cells were incubated for 5 days and then sub-
jected to limiting dilution. About 20 clones were amplified
for DNA extraction with Chelex 100 Resin (Biorad). We
used 10 pL of these DNA extract for PCR amplification
(forward primer: 5°- CTGGAGAACAGAATTGCAGA-
3’; reverse primer: 5'-TAGCAATCATATTCACGGGC-
37) followed by digestion with the AfIIII restriction enzyme
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(New England Biolabs) for 1h at 37°C. The mixture was
then incubated for 20 min at 80°C for enzyme inactiva-
tion. The clones were screened by following their migra-
tion in a 2% agarose gel on electrophoresis. Clones that
had undergone genomic editing and had lest the restric-
tion site were identified by Sanger sequencing on an ABI
3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) with
the BigDye Terminator vl1.1 Cycle Sequencing Kit
(Thermo Fisher Scientific). Results were visualized and an-
alyzed with Sequencing Analysis 5.3.1 software (Thermo
Fisher Scientific). The exact same protocol was followed
to generate the pelyclonal XRCC4 KO HAP1 cell line
(RNAg and primer sequences are listed in Additional file
1: Table S1).

VUS selection and gRNA design

First, ten variants of BRCAI, three of BRCAZ2, and
two of POLE were selected for study based on their
status as variants of uncertain significance or unclassi-

fied wvariants; 10 well-known variants of BRCAI

(p.Tyr179Cys, p.Cys197=, p.Tyr422X, p.Glnl604X,
p.Glnl604=, and p.Prel812Ala) and BRCA2
(p.Asp935Asn, p-Serl882X, p-Val2728lle and

p-GIn2829Arg) were also analyzed as controls. All
these 25 variants were characterized by NGS in our
laboratory during somatic mutation testing in pa-
tients. To increase the number of characterized VUS,
we also selected 10 variants of BRCAI (p.Ile31Asn,
p.Glul49Ala, p.Vall91Asp, p.GIn210=, p.Gly462Arg,
p.Arg979Cys, p.Glyl201Ser, p.Thr1394lle, p.Alal752-
Pro, p.Glyl770val) and a POLE  variant
(p.Argl826Trp) for which conflicting interpretations
had been reported in the databases (ClinVar [2],
OncoKB [29]). Four variants of POLE (p.Ala31Ser,
p.Pro286Ser, p.Leu424Val, p.Phe6951le) were also se-
lected in databases and used as contrels (ClinVar,
OncoKB). Alt-R CRISPR-Cas% crRNA (IDT DNA)
were designed with the Alt-R Custom Cas9 crRNA
design tool (IDT DNA) (https://eu.idtdna.com/site/
order/designtool/index/CRISPR_CUSTOM). The PAM
sequence had to be adjacent to the variant to facili-
tate the editing of KO LIG4 HAP1 cells [30]. We also
selected the gRNA based on the possibility of insert-
ing a silent variant into the PAM sequence or the 3
to 5 nucleotides immediately upstream [30]. This in-
creases editing efficiency and will be used as a control
in subsequent experiments (reference variant). For
each variant, we designed two Ultramer DNA Oligos
(IDT DNA) of about 84nt. The first contained the
patient’s variant (testing variant) and the second con-
tained a silent variant (contrel variant), already re-
ported to be benign if possible,
functionally normal. Both contained the silent refer-
ence variant menticned above. All the gRNA and

and therefore
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DNA oligonucleotides designed are reported in Add-
itional file 1: Table S1.

Transfection of LIG4 KO HAP1 cells

For each variant, two transfections were performed sim-
ultaneously, both with the same gRNA but with different
DNA oligomers (the VUS to be classified in one trans-
fection or the control variant in the other). We used the
protocol described earlier for knocking-out LIG4 in
HAP1 cells, but with 2nmel of DNA oligonucleotides
added before the Lipofectamine CRISPRMAX Cas%
Transfection Reagent. A cell suspension containing
400,000 cells/mL in IMDM supplemented with 10% FBS
was then prepared, and Alt-R HDR Enhancer (IDT
DNA) was added to a final concentration of 2nM. Re-
verse transfection was then performed. On day 1 post-
transfection, the medium was replaced with fresh IMDM
supplemented with 10% FBS. On day 4 to 5, depending
on the degree of confluence, the cells were released by
trypsin treatment and used to seed 6-cm-diameter
plates. Two days after plating, a second transfection was
performed with the same protocol for both types of
transfection, to enrich the cell preparation in edited
cells. The cells were then incubated for a further 4 to 5
days before DNA extraction.

DNA extraction and NGS sequencing

All gDNA were extracted from edited cells with the Max-
well 16 Blood DNA Purification Kit (Promega) and quan-
tified using a Qubit (Thermo Fisher Scientific) and the
Quantifluor dsDNA System Kit (Promega). We then used
20 ng of the extracted DNA to generate the NGS library.
The libraries were prepared with the Oncomine BRCA
Assay Manual Kit (Thermo Fisher Scientific) or a custom
assay Ampliseq for POLE (Thermo Fisher Scientific),
allowing amplification of the entire BRCAT and BRCA2 or
POLE coding regions and noncoding putative splice
boundaries. Then, 20ng of DNA per sample was needed
and barcoded, the libraries were subjected to clenal ampli-
fication by PCR emulsion with an Ion Chef System
(Thermo Fisher Scientific) according to the manufac-
turer’s instructions. The prepared libraries were then se-
quenced on an lon Torrent S5 Sequencer with the Ion
520 and 530 Chef Kit (Thermo Fisher Scientific).

Variants of interest were visualized with Integrative Gen-
omics Viewer (IGV) [31]. Human Genome Variation Society
(HGVS)-approved guidelines (http://www.hgvs.org/
mutnomen/) were used. The variants found by NGS were
researched in the UMD-BRCA1 or UMD-BRCA2 databases
[13], the ClinVar database, the BRCA exchange database,
and the BRCA Mutation Database (http://www.arup.utah.
edu/database/BRCA/Home/BRCA1 landingphp) to assess
their classification and functional impact where available.
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Sequencing analysis and VUS functional score evaluation
Following NGS sequencing, insertions or deletions lo-
cated around the expected cleavage site, in the eight nu-
cleotides centered on the PAM sequence or the seven
nucleotides centered on the VUS, were also counted.
Indel frequencies were then calculated by dividing the
total amount of indels by the total number of reads. For
the evaluation of SNV coverage, the ratic of the total
numbers of reads for the VUS evaluated and the control
SNV was calculated. Finally, functional scores for all the
variants studied were calculated by comparing the se-
quence frequencies of all the inserted variants (VUS of
interest, silent control SNV, and silent reference SNV)
and the results contained in the available databases
(UMD database, ClinVar, BRCA exchange).

The following formula was used:

Functional score =% = ((log2((finue * PAM o)/ (fon =
FPAM ) + (1082((fa = PAM 1)/ (i » PAMpge))))

With fi for variant frequency of the VUS of interest,
JPAM,, for PAM variant frequency (or silent reference
SNV) corresponding to the cells edited with the testing
variant, f; for variant frequency of the silent control
SNV, and fPAM,; for variant frequency of the silent ref-
erence SNV corresponding te the control condition.
Read covers and indel frequencies must be similar in the
control condition and the tested condition. All the vari-
ants measured for a given variant must be localized on a
same read.

Statistics

Linear regression analyses were performed to compare inser-
tions and deletions frequencies between the control condi-
tion (silent control variant) and the studied variant (testing
variant). Mann-Whitney tests were conducted to assess the
potential statistical significance of the differences between
the functional scores of the different classifications of variants
(benign, intermediate and deleterious). Thresholds delineat-
ing the intermediate classification were calculated following
the evaluation of the standard deviation of the functional
scores among the benign and deleterious variants. All statis-
tical analyses were performed with GraphPad Prism analysis
software.

Results

A comparison of editing frequencies between BRCA1/2
variants and silent control SNV can be used for functional
classification

In oncology, the functional testing of variants of uncer-
tain significance has become a major issue in the context
of access to targeted therapies. We used the example of
BRCA1/2 variants to develop a method based on the
CRISPR-Cas9 method. First, we promoted DNA repair
by homologous recombination after the endonuclease
action of Cas9 by inhibiting the non-homelogous end-
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joining pathway (NHEJ) [32] by knock-out of the LIG4
gene. The gRNA targeting this gene was selected accord-
ing to its proximity to the AfUII restriction site, which is
located at the Cas9 double-stranded cleavage site (Add-
itional file 1: Fig S1A and S1B). The clones that had lost
the restriction site were assumed to have undergone
editing and were subjected to Sanger sequencing (Add-
itional file 1: Fig S1C-E). All six of the clones sequenced
had been edited, but only three also presented a frame-
shift (clones 5, 8, and 17). These three clones were
pooled together to constitute the polyclonal LIG4
knock-out HAP1 cell line, to prevent side effects and pu-
tative off-target effects associated with clonal selection.

In HAPI cells, BRCAI and BRCA2 are essential genes
[25, 26]. Genomic editing to create a functionally abnor-
mal variant of these genes thus leads to cell death, facili-
tating the screening of edited cells. Moreover, edited
cells with insertions or deletions instead of the variant of
interest also die, due to the essential nature of the gene
concerned. We checked that the absence of a variant fol-
lowing NGS sequencing was due to the functicnality of
the variant rather than a problem linked to genomic
editing, by simultaneously perferming a second transfec-
tion, with the same gRNA, but the insertion of a silent
variant already classified as benign in databases, and
therefore functionally normal, where possible (Fig. 1A).
Thus, for each variant, we designed one gRNA and two
oligonucleotides (Fig. 1B, C), one carrying the variant of
interest, or testing variant, and the other carrying a silent
control variant. We also added a second silent reference
variant, alse classified as benign where possible, located
in the corresponding PAM motif or 3 nt upstream from
the PAM motif. This second modification had two pur-
poses. First, its insertion prevented from re-editing
blocking gRNA association [30]. This second variant was
present in both sets of conditions and was therefore also
used as reference for comparisons. Following NGS se-
quencing, variant frequencies were compared and func-
tional score was calculated (Fig. 1B, C). In our examples,
the p.Pro1812Ala variant was classified as pathogenic in
UMD and BRCA exchange databases and the
p-Tyrl79Cys variant as benign in UMD, ClinVar, and
BRCA exchange databases. When the p.Tyr179Cys vari-
ant was analyzed, the frequency of the testing variants
was similar to that of the control variant (Fig. 1C). On
the contrary, for the p.Prol1812Ala variant, the frequency
of the testing variant was considerably lower compared
to the contrel variant (Fig. 1B) due to the essentiality of
BRCAI gene.

We then validated our method testing 10 variants of
BRCAI and BRCA2 already classified as benign or
pathogenic in databases. We evaluated the indel fre-
quency to estimate the editing efficiency in the “testing
variant” and “control variant” conditions compared for
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each variant. Indeed, this indel frequency was identical
for both conditions when analyzed for the 8nt sur-
rounding the PAM sequence (Fig. 1D, R* = 0.8853)) but
not for the 7 nt surrounding the edited variant (patient
or silent control variant) (Additional file 1: Fig 52, R =
0.0258). These results confirmed published findings; the
Cas9 protein cleaves the DNA 3 nt upstream from the
PAM sequence [33]. Moreover, the cbserved linear re-
gression made it possible to evaluate genome editing ef-
ficiency and to compare the two cenditions with the
same gRNA. Following NGS sequencing, the coverages
of the variant of interest (patient or silent contrel) and
the reference control variant were also checked and
shown to be similar in the two conditions (Fig. 1E). Fi-
nally, functional scores were calculated from sequencing
frequencies (Fig. 2C and Table 1). The significant differ-
ences observed between benign and pathogenic variants
validated the use of this method to value the function of
variants of uncertain significance for the BRCAI and
BRCA?2 genes. Functional score thresholds dividing vari-
ants into a functionally abnormal / intermediate / func-
tionally nermal classification were established from the
analysis of these already classified variants by using the
calculated standard deviations.

Assessment of validity of functional data according to
guidelines

To assess the strength of evidence provided by our assay,
we followed the four steps of the guidelines of Brnich
et al. [34]. First, the disease mechanism seems reason-
ably well understood, since a loss of function of BRCAI
and BRCA2 genes is causal for homoelog recombination
deficiency [35]. Second, the used model seems appropri-
ate since (i) the physiologic context seems reasonably
respected in an haploid genome where the intreduction
of ene variant is equivalent to the presence of the variant
in a hemozygous state in a diploid genome and (ii) the
molecular consequence is very likely to be imputable to
the variant itself since it is introduced by CRISPR-Cas9
genome editing and therefore no medification of regula-
tory sequences is expected. Third, the validity of the
assay was evaluated with 10 controls (5 functionally nor-
mal and 5 functicnally abnormal) and the OddsPath esti-
mated with the table provided by Brnich et al
(Additional file 1: Table S2).

Functional characterization of BRCA1/2 variants of
unknown significance

The fourth step of the guidelines, which is the applica-
tion eof evidence to individual variants, cculd then be
performed. The strength of evidence was moderate for
both PS3 (pathogenic) and BS3 (benign) categories with
OddsPath > 4.3 and < 0.23 respectively. Thirteen variants
of BRCAI and BRCA2 were initially identified in our
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{See figure on previous page)

Fig. 1 Compariscn of editing frequencies between BRCAI/Z variants and silent centrol SNVs for functional classification. A Experimental process
used in this analysis for evaluation of the functional impact of BRCAT/Z and FOLE SNvs. B Examples of the gRNA and the two coresponding
oligonucleotides designed for the p.Pro1812Ala variant editing, pathegenic mutation of the BRCAT gene. On this schematic representation, silent
control and patient mutations of interest are colared in red, whereas silent reference variants are in green. NGS sequencing resufts and functional
scores for this mutation are assoclated. € Same thing with the p.Tyr1 79Cys variant, benign variant of the BRCAT gene. D Insertion and deletion
frequencies determined following the NGS sequencing of BRCAT/Z variants of interest, compared with these for the correspending silent control.
These means include the &nt surrounding the PAM sequence. E Analysis of NGS sequencing coverage with the following formula: Mutation of
interest {Mutation+Reference control)/Silent control {Mutation+Reference control). The results for benign BRCAT/Z variants are compared with
those obtained for pathogenic mutations (Mann-Whitney tests, p = 0.8016)

laboratory and considered as VUS based on an absence
of annotation concerning their function. We then also
studied other 10 variants of BRCAI previously classified
as VUS or not previously reported in the databases
(ClinVar, BRCA exchange, UMD) (Table 1). References
mentioning these variants and their potential functional
impact are listed in Table 1 where available [20, 25, 36—
52]. These 23 VUS and the 10 other variants we used for
validating our system affected different domains of the
proteins and were distributed along the entire length of
these genes (Fig. 2A, B). All reference silent variants, si-
lent control variants, and their classifications in data-
bases are listed in Additional file 1: Table 53. For each
variant, we checked the coverage and indel frequencies
{Additicnal file 1: Fig. S2B and S2C, R? = 0.9328) for the
testing variant and the centrol variant. All functional
scores were then calculated from NGS frequencies (Fig.
2C and Table 1), and the variants were classified accord-
ing to their impact on cell survival and, consequently,
their functional impact in our medel. Most of the 23
VUS analyzed were functionally normal (about 65.2%),
but six were found to have an impact on edited cell
survival (p.GIn210=, p-Leu291X, p-Glul586X,
p-Alal752Thr, p.Alal752Pro, p.Glyl770Val). Another
two variants (p.Leul080= and c5194-2A>G) had inter-
mediate functional classification.

Patients’ responses to PARP inhibitor administration and
comparison with the calculated functional scores

The next step was to confront our functional score to
clinical data and the responses to PARP inhibitors of
patients presenting alteraticns of BRCA1/2. The study
we conducted was retrospective; hence, only 6 of the
patients concerned received a PARP inhibitor treat-
ment thus far. The mean age of these patients was
60.5years and all of them suffered from high-grade
serous ovarian cancer with different variants of
BRCA1 and BRCA2. The characteristics of their tu-
mors are summarized in Table 2. Their responses to
PARP inhibitors ranged from 3 months before resist-
ance to 9 months and continuing. We then compared
these data to the functional scores we had calculated
for their variants. Five had, indeed, been classified as
functionally abnormal and one with intermediate

functional score (Tables 1 and 2). The lowest re-
sponse to PARP inhibitor, from patient 4, was associ-
ated with this intermediate functional score.

Extension of the experimental process to the functional
evaluation of POLE variants

‘We then extended our protocol to the characterization of
VUS from other tumor suppressor genes that were also
essential in our model. We chose to study variants of the
POLE gene because of potential interest of their functional
impact for determining access to immunotherapy. We
therefore selected seven POLE variants from databases,
which included two classified as benign and two classified
as pathogenic (Fig. 3B). The same protocel was followed
to evaluate their functienal scores, and the results ob-
tained were compared with published findings (Fig. 3A,
B). The p.Leu424Val variant, which has been classified as
pathogenic in databases, was surprisingly found to have a
functional score of — 0.031 rather associated with a func-
tionally normal variant according to our experimental
protocol and the cut-off we used.

Discussion

Our evaluation of the functional scores of 33 variants of
BRCAI/2 including 23 unreperted or of uncertain signifi-
cance, allows the classification of 20 of them as functionally
normal, six as functionally abnormal (p.GIn210=, p.Leu291X,
p.Glul586X, p.Alal752Thr, p.Alal752Pro, p.Glyl770Val)
and two as intermediate (pLeul080= and c5194-2A>G)
(Table 1). These results were consistent with databases (Clin-
Var, BRCA exchange, UMD}, with previous functional stud-
ies (Table 1), where available, and with the published
saturation genome editing study of the RING and BRCT do-
mains of BRCAI (plle31Asn, p.Alal752Thr, p.Ala1752Pro,
p.Glyl770Val and p.Prol812Ala) [25]. Indeed, we evaluated,
as expected following their publication, variant p.Ile31Asn as
functionally normal whereas the four others were function-
ally abnormal.

Four of the six variants we classified as functionally
abnormal were located in the BRCT domain of BRCAZ
(Fig. 2A), responsible of its interaction with varicus
phosphorylated proteins such as Abraxas, BRIP1, or CtIP
[6, 53]; the other two were previously unreported nen-
sense variants. The results were more surprising for the
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Fig. 2 Functicnal characterization of 8RCAT/Z varants of unknown significance. A Schematic representation of the Introns and exons of the BRCAT gene,
showing the location of the variants selected for this analysis (httpy//wormw eborg/exonintron). B Similar representation for the BRCAZ gene. C Functional score
evaluation after CRISPR-Cas9 editing and NGS sequencing of BRCAT/Z variants of unknown significance and comparison with the functional scores obtained for
functionally normal and abnormal mutations (Manr-Whithey tests, o = 00079)

p-GIn210 = variant of BRCA1, which was also found
functionally abnormal. However, the p.GIn210 = was de-
scribed in databases as a variant possibly creating or

strengthen a splice site of BRCAI, which is compatible
with our results suggesting it is pathogenic. One of the
two intermediate variants, ¢.5194-2A>G, has already
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E E 5 Findlwle: Found
Nucleotide Amino acid g £ B fonctn [MOUr Evaluated
Gene Exon 5 T ¢ Scotes lab functional
change change g % g sears
(=]
0.82822
BRCA1 |c.92T>A p-lle31Asn 3479 -0.624
BRCA1 |c.446A>C p-Glul49Ala
BRCA1 |c.448A>G p-Thr150Ala X -0.138
BRCA1 |c.536A>G | p.Tyr179Cys X -0.369
BRCA1 |c572T>A | p.Val191Asp -0.229
BRCA1 |c.591C>T p.Cys197= X -0.096
BRCA1 |c.630A>G | p.GIn210= -2.055
BRCA1 |c.872T>G p.Leu291X X -2.298
BRCA1 |c.1266T>G |p.Tyr422X X 1771
BRCA1 |c.1384G>A |p.Glyd62Arg -0.527
BRCA1 |c.2935C>T | p.Arg979Cys
BRCA1 |c.3238T>C |p.LeulD80= X -1.415
BRCA1 |c.3601G>A |p.Gly1201Ser 11| o
BRCA1 |c.3748G>A |p.Glu1250Lys 11 o X
BRCAI |c.3823A>G |p.lle1275Val 11 B [SA X 0531
BRCA1 |c.4181C>T |p.Thri3odlle 12| o | 4 | 4=
BRCA1 |c.4516G>A [p.Aspl506Asn 15 2 [ 2 | 2 X -0.004
BRCA1 |c.4518T>G |p.Asp1506Glu 152 |7 |2 X
BRCA1 |c.A756G>T | p.Glul586X 15| 2 | ?» | ? X -2.319
BRCA1 |c.4810C>T |p.GIn1604X 16 X -1.769
BRCA1 |c4812A>G | p.GIn1604= 16 X -0.340
c.5194- X
BRCA1 |2A>G 20| # -1.123
- X
€.5254G>A 2.58578
BRCA1 p.Ala1752Thr 20) o/ | 4= | 3= | 8759 -2.909
€.5254G>C 3.12678
BRCA1 p-Alal752Pro 20|+ 1127 -2.235
2.59802
BRCA1 |c.5309G>T |p.Glyl770Val 21|+~ 6614 -3.439
- X
2.75730
BRCA1 |c.5434C>G |p.Prol812Ala 23 /- 524 -2.136
BRCA2 |c.652G>A | p.Glu218lys X -0.546
BRCA2 |c.2157T>G | p.Asn719Lys X
BRCA2 |c.2803G>A | p.Asp935Asn X -0.042
BRCAZ |c.3539A>G | p.Lys1180Arg X ;
BRCA2 |c.5645C>A [p.Ser1882X X -2.104
BRCAZ |c.8182G>A |p.Val2728lle X -0.598
BRCA2 |c.8486A>G |p.GIn2829Arg X -3.797

Functional
consequence

Variants classified as benign in databases (+) or functionally normal in our assay (Normal) are shown in green. Variants classified as pathogenic in databases (-) or
functionally abrormal in our assay (Abnormal) are shown in red. Variants with conflicting interpretation are shown in orange {+/-), unreported mutations are
shown in yellow (7). Variants with an intermediate score are shown in blue. Functional scores of variants already characterized by Findlay et al. [25] are included

‘where available. Variants which were characterized in our laboratory are marked (X), the others were selected in the databases
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Table 2 Baseline tumor characteristics of patients who were treated with PARP inhibitors
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Samples 1 2 3 4 5 6

Tumor histology  High-grade serous High-grade High-grade serous High-grade High-grade serous High-grade serous
cvarlan carcinoma Serous ovarian ovarian carcinoma serous ovarian ovarian carcinoma ovarian carcinoma

carcinoma carcinoma

Tumor type Metastatic Metastatic Metastatic Brimary Metastatic Metastatic

Tumor content 40 50 30 80 30 70

{%)

Tumor fragment  Surgical sample Biopsy Biopsy Surgical sample  Biopsy Biopsy

type

Gene BRCA1 BRCAI BRCA1 BRCA1 BRCA1 BRCA2

Exon 11 15 16 20 23 11

Allele frequency 8 235 199 75T 759 617

{%)

Nucleotide c872T>G cA756G>T c4810C>T cS194-2A>G C.5434C>G C.5645C>A

change

AA change pleu29lx p.Glu1586X% n.GIN1604X p.? pProl1812Ala pSer1 882X

Somatic or Somatic Somatic Somatic Somatic Germline Germline

gemline

Patients’ outcome
following PARPi
administration

Maintenance
treatment by PARPI
{olaparb) since 7
months

Progression after
6 months an
PARPI {niraparib)

Maintenance
treatment by PARPI
{claparb) since 10
months

Progression after
3 months on
PARPI {olaparib)

Maintenance
treatment by PARPi
(olaparb) since 7
months

Maintenance
treatment by PARPI
{olaparb) since 8
months

Evaluated - 2.298 - 2319 - 1769 - 1123 - 2136 - 2.104
functional score
Functional Functionally Functionally Functionally Intermediate Functionally Functionally
consequence abnormal abnormal abnarmal abnarmal abnormal
A. B.
2
i
Nucleotide Amino acid 8 Reclassified
11 change change B varlants
® p.Phe695lle £
0 A
® pAla31Sers® P Leud24Val ¢.91G>T p.Ala31Ser
8 POLE  |[c.857C>T  |p.Pro286Ser
Z ®p. 63Asp
; 1 p.Asp301Glye POLE  [c.902A>G  |p.Asp301Gly
E sttt & p:Pro286Ser-- POLE ¢.1087A>G |p.Asn363Asp
B -2- POLE ¢.1270C>G  |p.Leud24val
€
3 o pAg1826Trp POLE [c.2083T>A |p.Phe695lle
3 POLE c.5476C>T  |p.Argl826Trp
4
5 T
POLE

in blue

Fig. 3 Bxtension of the experimental process to the functional evaluation of POLE variants. A Functional score evaluation following the CRISPR-
Cas9 editing and NGS sequencing of POLE variants of unknown significance, and comparison with the scores obtained for two benign and two
pathogenic mutations. B Table comparing the calculated functional scores of POLE variants and ClinVar and OncoKb databases classifications:
mutations classified as benign in databases or functionally normal in our assay are shown in green, unreported mutations are shown in yellow,
mutations classified as pathogenic in databases or functionally abnormal in our assay are shown in red and intermediate mutations are shown
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been reported to affect splicing and may also be func-
tionally abnormal. Its classification as functionally inter-
mediate might reflect the existence of a large number of
BRCA1 splicing variants with a not totally deficient spli-
cing site also called leaky splicing effect [54-56]. The
sensitivity of the patient 4, who relapsed after only 3
months on PARP inhibitor, was consistent with these
hypotheses (Fig. 3) and might also reflect the low level
of expression of the splice variant compared to the full-
length transcript despite the high variant frequency in
the sample (analysis of the patient’'s RNA by RT-qPCR
and previously published) [20]. The second intermediate
variant, p.Len1080=, is located in the middle of exon 11
of BRCAI. This synonymous variant has not been re-
ported in databases having a likelihood of resulting in a
splicing alteration according to bioinformatic analyses.
However, our intermediate functional score is consistent
with the finding of the ESEfinder tool (http://krainer01.
cshl.edu/cgi-bin/tocls/ESE3/esefinder.cgi?process =
home) [57, 58], a bioinformatic tool used to identify ex-
onic splicing enhancers, which predicted that this variant
might create a SRp40 ESE site. We cannot rule out the
possibility that the cut-off used to classify the variants
might be too low, but this value could be refined further
after the analysis of more BRCA/2 variants. Moreover,
all variants were compared to silent variants classified as
non-pathogenic or as assumed to be benign. Following
NGS, all these variants were indeed found to be func-
tionally normal (Additional file 1: Table $3).

A 3-week period to determine the functional impact of
a variant is compatible with clinical management and is
one of the main advantages of our protocol (Fig. 1A).
No clone selection is required, thus avoiding potential
off-target effects that could occur in one cell. This gen-
ome editing-based protocol can be used to evaluate ex-
onic, intronic, and even splicing variants. Moreover, the
comparison between the calculated functional scores
and the response of patients carrying these variants to
PARP inhibitors were concordant, included for the inter-
mediate score (Fig. 3). The main difficulty is finding a
Cas9 PAM sequence (NGG) close enough to the variant
to edit, to ensure binding of the gRNA. However, in-
creasing numbers of Cas proteins from different species
are becoming available, increasing PAM diversity [59].
We have already tested our protocol with the Cpfl
endonuclease. Similar results were obtained for the vari-
ant studied, implying a stable functional score, but edit-
ing efficiency in our hands was lower with this method.
The need to improve editing efficiency may cease to be
relevant with the appearance of base editing [60, 61]
and, now, prime editing [62], which increase efficiency
without the need for a double-strand break limiting off-
target insertion and deletion frequencies. Moreover,
prime editing will make functional characterization
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possible not only for point variants, but also for inser-
tions or deletions. We have also generalized in another
polyclonal cell line, knock-out for the XRCC4 gene, also
implicated in the NHE] pathway [63] (Additional file 1:
Fig. 53B and S3C). The same functional scores were ob-
tained for the variants analyzed in this line, including
p.GIn210= variant of BRCAI. However, more already
classified variants should be analyzed to evaluate the
thresholds in this other polyclonal cell line.

In this era of personalized medicine based on molecu-
lar genomics results provided by clinical laboratories,
there is a need for harmonization of functicnal assay val-
idity. To assess the validity of our assay, we followed the
guidelines proposed by Brnich et al [34]. It allowed us to
determine that our assay provides a “moderate” strength
of evidence of the functional consequence for both
pathogenic and benign variants.

We then extended our analysis to the characterization
of ancther essential tumer suppressor gene: POLE,
which is considered important for determining access to
immunotherapy and four variants were used as control:
two classified as benign and two as pathogenic. How-
ever, one of the pathogenic variants (p.Leu424Val) had a
functional score typical of a functionally normal variant.
We also analyzed three POLE VUS (Fig. 3A, B). Predic-
tion algorithms in databases were conflicted concerning
the consequences of p.Argl826Trp variant for protein
function: SIFT (deleterious) and PolyPhen-2 (probably
damaging). The functional score of this variant was con-
sistent with it being a functionally abnormal variant.
Moreover, two VUS were classified as intermediate
(p-Asn363Asp and p.Asp301Gly), but the cut-off used
here should be refined by the evaluation of more well-
known variants. Both these intermediate variants are lo-
cated in the exonuclease domain and may therefore
affect the proofreading activity of the protein, leading to
a hypermutation phenotype [64]. The amine acids
Asp301 and Asn363 are highly conserved between spe-
cies. Both are predicted to affect function, but ne func-
tonal tests have been performed. Moreover, the
replacement of Asn with Asp in position 210 greatly
decreases the endonuclease activity of POLE [65] and
p-Asn363Asp variant has not been reported, but
p-Asn363Lys is classified as  pathogenic. The
p-Asp301Gly and p.Asn363Asp variants, which had
intermediate functional scores, may, therefore, actually
be functionally abnormal. Moreover, the patient carrying
the p.Asn363Asp variant had received immunotherapy
treatment. However, he relapsed after only 6 months of
continuous treatment which is consistent
findings.

The principal difficulty encountered during this ana-
lysis concerned p.Leud24Val POLE variant, cbserved in
multiple individuals with either an attenuated polyposis

with our
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phenotype or a history of colorectal cancer [66—68]. This
variant classified as pathogenic is also located in the exo-
nuclease domain. However, the functional score ob-
tained here suggested that it was more a functionally
normal variant (Fig. 3). Leucine and valine have similar
properties, so this substitution is generally considered
conservative. According te an article on hypermutation,
the mutation of leucine in position 424 has conse-
quences very different to those of other well-known
pathogenic  variants of POLE (p.Pro436Ser or
p-Pro286Arg) [69]. A strong mutation phenotype was
observed when this residue was replaced with a proline
or an isoleucine residue, but not when it was replaced
with a valine. The mutation load associated with the loss
of POLE proofreading activity therefore depending on
the type of amino acid change involved, potentially ac-
counting for our functional score. Alternatively, there
may have been too little time before DNA extraction in
our model for missense variants to accumulate, due to
the loss of exonuclease activity. The loss of some genes
may therefore require more time, despite their essential-
ity for highly deleterious effects on cell survival.

Conclusions

The methed presented here was proved effective for
the characterization of the functional impact of
BRCAT and BRCA2 VUS and concordant with clinical
data where available. More importantly, it can be
used to obtain the necessary biological evidence of
VUS function required for the prescription of targeted
treatment within less than 3 weeks, which is compat-
ible with use in clinical application. The patient carry-
ing the genomic abnormality therefore benefits from
an analysis of his or her variant, with potential conse-
quences for relatives. This is particularly important
for extremely rare somatic variants, which is com-
pared to orphan diseases. The extension of its appli-
cation to the study of POLE variants is already
underway, and this method could be extended to the
characterization of all essential tumor suppressor
genes in our model [26], not only within the field of
oncology. At a time at which purely in silico ap-
proaches are being used to guide therapeutic deci-
sions, a method evaluating the functional implications
of VUS is essential. Genomic editing is, thus, a prom-
ising tool for personalizing medicine and providing
access to targeted therapy.
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Additional file 1: Figure 51. Generation of polyclonal LIG4 knock-out
HAPT cells. A. Schematic diagram of the LIG4 DNA region targeted by
the gRNA, and localization of the ATl restriction site used to knock out
this gene in HAP1 cells. B. Schematic diagram af the protocal used to
generate the polyclonal LIGE KO call line. C. Electropharesis results follaw-
ing digestion with the Afllll restriction enzyme for screening of the
clones. [. Sanger sequence alignments of the clones selected on basis of
Aflll restriction site loss relative to HAP1 parertal cells E. Sanger electro-
phoregrams of LIG4 KO clones with insertions or deletions causing frame-
shifts relative to the HAPT parantal cell ine. Figure $2. Analysis of
coverage and frequencies of insertions and deletions obtained following
genome editing and NGS sequencing of BRCA1 and BRCAZ variants, A,
Insartion and deletion frequencies determined following the NGS se-
quencing of BRCA1/2 variants of interest, compared with those for the
corresponding silent control. These means include the 7 nt surrounding
the mutations of interest. B. Analysis of NGS sequencing coverage with
the following formula: Mutation of interest {Mutation+Reference control)/
Silent contral {(Mutation+Reference control). Results for all BRCA1/2 vari-
ants characterized by comparison with the classified berign and pathao-
genic mutations {Mann-Whitrey tests, p =0.1934 and p = 0.2902). C
Frequencies of insertions and deletions according to the NGS sequencing
of BRCA1/2 variants and correspanding silent editing controls and linear
regression analysis. These means incluce the 8 nt surrounding the PAM
sequence. Variants classified in databases are shown in colours: benign
mutations In green and pathogenic mutations in red. Figure $3. Evalu-
ation of the reproducibility of our functional assay. A. Replicates of func-
tions scores from four different variants obtained by following the
described protacol in the LIG4 KO HAPT celis {n = 3). Amaong thess, the
variants p.Pro1812Alz and pTyrd22X were already classified as pathogenic
in databases, the other two were YUS or had a conflicting interpretation.
B. Sanger electropharegrams of XRCC4 KO dones with insertions or dele-
tions causing frameshifts relative to the HAP1 parental cell line. Clones 5
and 17 were pooled to generate the polyclonal XRCC4 KO HAP1 cell line.
C. Comparison of the functional scores evaluated after CRISPR-Cas9 edit-
ing and NGS sequencing of four BRCA1 variants in polyclonal LIG4 KO
cells and polyclonal XRCC4 KO cells. Table $§1. gRNA and cligonuclec-
tides sequences designed to edit 8RCA?, BRCAZ and POLE variants in the
study. Takle S$2. Odds of Pathogenicity (OddsPath) estimated by per-
farmance of classified variant controls. In this assay, five benign and five
pathogenic variants of BRCAT and BRCAZ were used as controls allowing
the estimation of the evidence strength of our classification according to
Brnich et al [34] guidelines. Takle §3. Variants used as silent controls or
referances with their classification according to different databases. Be-
nign mutations are shown in green {(+), unreported mutations are shown
in yellow (7), mutations with conflicting Interpretation are shown in or-
ange {+/-), pathogenic mutations are shown in red {-) and intermediate

mutations are shown in Blue ().
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Figure S1: Generation of pelyclonal LIG4 knock-out HAP1 cells. A. Schematic diagram of the LIG4 DNA region
targeted by the gRNA, and localization of the Afllll restriction site used to knock out this gene in HAP1 cells. B. Schematic
diagram of the protocol used to generate the polyclonal LIG4 KO cell line. C. Electrophoresis results following digestion
with the Afllll restriction enzyme for screening of the clones. D. Sanger sequence alignments of the clones selected on
basis of Afllll restriction site loss relative to HAP1 parental cells. E. Sanger electrophoregrams of LIG4 KO clones with
insertions or deletions causing frameshifts relative to the HAP1 parental cell line.
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Figure $2: Analysis of coverage and frequencies of insertions and deletions obtained following genome editing
and NGS sequencing of BRCAT and BRCAZ2 variants. A. Insertion and deletion frequencies determined following the
NGS sequencing of BRCA1/2 variants of interest, compared with those for the corresponding silent control. These means
include the 7 nt surrounding the mutations of interest. B. Analysis of NGS sequencing coverage with the following formula:
Mutation of interest (Mutation+Reference control)/Silent control (Mutation+Reference control). Results for all BRCA1/2
variants characterized by comparison with the classified benign and pathogenic mutations (Mann-Whitney tests, p=0.1934
and p=0.2902). C. Frequencies of insertions and deletions according to the NGS sequencing of BRCA1/2 variants and
corresponding silent editing controls and linear regression analysis. These means include the 8 nt surrcunding the PAM
sequence. Variants classified in databases are shown in colours: benign mutations in green and pathogenic mutations in
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Figure $3: Evaluation of the reproducibility of our functional assay. A. Replicates of functions scores from four
different variants obtained by following the described protocol in the LIG4 KO HAP1 cells (n=3). Among these, the variants
p.Pro1812Ala and p.Tyrd 22X were already classified as pathogenic in databases, the other two were VUS or had a
conflicting interpretation. B. Sanger electrophoregrams of XRCC4 KO clones with insertions or deletions causing frame-
shifts relative to the HAP1 parental cell line. Clones 5 and 17 were pooled to generate the polyclonal XRCC4 KO HAP1
cell line. C. Comparison of the functional scores evaluated after CRISPR-Cas9 editing and NGS sequencing of four
BRCA1 variants in polyclonal LIG4 KO cells and polyclonal XRCC4 KO cells.
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Table $1: crRNA and oligonucleotides sequences designed to edit BRCA1, BRCA2 and POLE variants

in the study.
Gene | Names crRNA sequences
s
BRCA1 | BRCA1-lle31Asn TGCTAGTCTGGAGTTGATCA
BRCA1 | BRCA1-Glu149Ala TGGCTTCCTGCTAAACAGTA
BRCA1 | BRCA1-Thr150Ala TGGCTTCCTGCTAAACAGTA
BRCA1 | BRCAL-Tyr179Cys GACGTCTGTCTACATTGAAT
BRCA1 | BRCA1-Val191Asp TTCTGAAGATACCGTTAATA
BRCA1 | BRCA1-Cys197= TTCTGAAGATACCGTTAATA
BRCA1 | BRCA1-GIn210= ATCCAAACTGATTTCATCCC
BRCA1 | BRCAl-Leu291X GTTCTCATGCTGTAATGAGC
BRCA1 | BRCA1-Tyrd22X TGTATTGGACGTTCTAAATG
BRCA1 | BRCA1-Gly462Arg TGGGAAAACCTATCGGAAGA
BRCA1 | BRCA1-Arg979Cys AAAGTGGTGGTATACGATAT
BRCA1 | BRCAl-LeulO80= GAATGCTATGCTTAGATTAG
BRCA1 | BRCA1-Gly1201Ser CCCTTTCACCCATACACATT
BRCA1 | BRCA1-Glu1250Lys AGACAGACACTCGGTAGCAA
BRCA1 | BRCA1-lle1275Val TAACCAGGTAATATTGGCAA
BRCA1 | BRCA1-Thri394lle ACACACGCTTTTTACCTGAG
BRCA1 | BRCA1-Asp1506Asn ACCACCTATCATCTAATGAT
BRCA1 | BRCA1-Asp1506Glu ACCACCTATCATCTAATGAT
BRCA1 | BRCA1-Glu1586X GCCAACACGAGCTGACTCTG
BRCA1 | BRCA1-GIn1604X TTGGGGAACTTTCAATGCAG
BRCA1 | BRCA1-GIn1604= TTGGGGAACTTTCAATGCAG
BRCA1 | BRCAl-Intron20 GAAACCAAACACAACCCATC
BRCA1 | BRCA1-Alal752Thr AAAGCGAGCAAGAGAATCCC
BRCA1 | BRCA1-Alal752Pro AAAGCGAGCAAGAGAATCCC
BRCA1 | BRCA1-Glyl770Val ACCTGTGGGCATGTTGGTGA
BRCA1 | BRCA1-Prol812Ala CTGGCTGCACAACCACAATT
BRCAZ | BRCA2-Glu218Lys CTTACAGCAGTAGTATCATG
BRCAZ | BRCA2-Asn719Lys TGATTCTCTGTCATGCCTGC
BRCAZ | BRCA2-Asp935Asn ATGGTTTTATATGGAGACAC
BRCA2 | BRCA2-Lys1180Arg TGTCTACCTGACCAATCGAT
BRCA2 | BRCA2-Ser1882X AACCTGCCATAATTTTCGTT
BRCA2 | BRCA2-Val2728lle AGATGGGTGGTATGCTGTTA
BRCA2 | BRCA2-GIn2829Arg TCAAAGAGCATACCCTATAC
POLE POLE-Ala31Ser AGTTTCGGCACTCAAGCGCC
POLE POLE-Pro286Ser TGTAGGAAATCATCATAATC
POLE POLE-Asp301Gly CACCTGGCCATCGATCATGT
POLE POLE-Asn363Asp CATCATGGTCACCTACAACG
POLE POLE-Leud24Val GGGCAGTCATAATCTCAAGG
POLE | POLE-Alad56Pro GAATACGTGGCCAGAGTCTG
POLE | POLE-Phe695lle CCATCGGATCCAGCACCAGC
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POLE POLE-Arg1826Trp AGCGGTAGAAGTGCATCACC

LiG4 LIG4-KO CAATTACACAGTACGTGTCT

XRCC4 | XRCC4-KO ATGGTCATTCAGCATGGACT

Gene | Names Donor sequences

S

BRCA1 | BRCA1-lle31Asn-mut GCAAAATATGTGGTCACACTTTGTGGAGACAGGTTCTTTGTTCAACTCCAGACTAGCAGGGTAGG
GGGGGAGAAAAAGAAAATAAATGAGGC

BRCA1 | BRCA1-lle31Asn-sil GCAAAATATGTGGTCACACTTTGTGGAGACAGGTTCTTTAATCAACTCCAGACTAGCAGGGTAGG
GGGGGAGAAAAAGAAAATAAATGAGGC

BRCA1 | BRCA1-Glu149Ala-mut CCAAGGTTAGAGAGTTGGACACTGAGACTGGTTGCCTGCTAAACAGTATGATAAAGAACAGTCA
AGCAATTGTTGGCCAGTTCTGTGC

BRCA1 | BRCA1-Glu149Ala-sil CCAAGGTTAGAGAGTTGGACACTGAGACTCGTTTCCTGCTAAACAGTATGATAAAGAACAGTCA
AGCAATTGTTGGCCAGTTCTGTGC

BRCA1 | BRCA1-Thri50Ala-mut CCAAGGTTAGAGAGTTGGACACTGAGACTGGCTTCCTGCTAAACAGTATGATAAAGAACAGTCA
AGCAATTGTTGGCCAGTTCTGTGC

BRCA1 | BRCA1-Thr150Ala-sil CCAAGGTTAGAGAGTTGGACACTGAGACTCGTTTCCTGCTAAACAGTATGATAAAGAACAGTCA
AGCAATTGTTGGCCAGTTCTGTGC

BRCA1 | BRCA1-Tyr179Cys-mut GCAATTATTATTAAATACTTAAAAAACCTGAGACCCTTACCTAATTCAATGCAGACAGACGTCTTT
TGAGGTTGTATCC!

BRCA1 | BRCA1-Tyr179Cys-sil GCAATTATTATTAAATACTTAAAAAACCTGAGACCCTTACCTAATTCAATATAGACAGACGTCTTT
TGAGGTTGTATCCGCTGC

BRCAI | BRCA1-Val191Asp-mut GGTTCTCTTTGACTCACCTGCAATAAGTTGCTTTATTATCGGTATCTTCAGAAGAATCAGATCCTA
AAAAATTTCCCCCC

BRCAI | BRCA1-Val191Asp-sil GGTTCTCTTTGACTCACCTGCAATAAGTTGCTTTATTTACGGTATCTTCAGAAGAATCAGATCCTA
AAAAATTTCCCCCC

BRCA1 | BRCA1-Cys197=-mut CCAGCTTCATAGACAAAGGTTCTCTTTGACTCACCTACAATAAGTTGCTTTATTAACGGTATCTTCA
GAAGAATCAGATCC

BRCA1 | BRCA1-Cys197=-sil CCAGCTTCATAGACAAAGGTTCTCTTTGACTCACCT GCAGTAAGTTGCTTTATTAACGGTATCTTC
AGAAGAATCAGATCC

BRCA1 | BRCA1-GIn210=-mut GCCATTACCCTTTTTTGCAGAATCCAAACTGATTTCATCCCTCGTTCCCTGAGGGGTGATTTGTAA
CAATTCTTGATCTCCC

BRCA1 | BRCA1-GIn210=-sil GCCATTACCCTTTTTTGCAGAATCCAAACTGATTTCATCCCTCGTACCTTGAGGGGTGATTTGTAA
CAATTCTTGATCTCCC

BRCA1 | BRCA1-Leu291X-mut CTACATTCATTCTGTCTTTAGTGAGTCATAAACTGCTGTTCTCATGCTGTAATGAGCTTGCATGAG
TATTTGTGCCACATGGCTCC

BRCA1 | BRCA1-Leu291X-sil CTACATTCATTCTGTCTTTAGTGAGCAATAAACTGCTGTTCTCATGCTGTAATGAGCTTGCATGAG
TATTTGTGCCACATGGCTCC

BRCA1 | BRCAL-Tyrd22X-mut CACTGGCCAGTAAGTCTATTTTCTCTGAAGAACCAGACTATTCATCTACTTCATTTAGAACGTCCA
ATACATCAGCTACTTTGGC

BRCA1 | BRCAL-Tyr422X-sil CACTGGCCAGTAAGTCTATTTTCTCTGAAGAACCAGAGTATTCATCTACTTCATTTAGAACGTCCA
ATACATCAGCTACTTTGGC

BRCA1 | BRCA1-Gly462Arg-mut CAGTTACATGGCTTAAGTTGGGGAGGCTTGCTTTCTTCCGATAGGTTTTCCTAAATATTTTGTCTTC
AATATTACTCTCTACTG

BRCA1 | BRCA1-Gly462Arg-sil CAGTTACATGGCTTAAGTTGGGGAGGCTTGCTTTCTTCCGATAGGTTTTITCCAAATATTTTGTCTTC
AATATTACTCTCTACTG

BRCA1 | BRCA1-Arg979Cys-mut CTTACATTTAGTTTTAACAAATGACTTGATGGGAAAAAGTGGTGGTATACAATATGGATTTTGTA
AAAGTCCATGTITATTTGG

BRCA1 | BRCA1-Arg979Cys-sil CTTACATTTAGTTTTAACAAATGACTTGATGGGAAAAAGTGGTGGTATGCGATATGGATTTTGTA
AAAGTCCATGTITATTTGG

BRCAI | BRCA1-Leul080=-mut GGAAGACTTTGTTTATAGACCTCAGGTTGCAAAACTCCTAATCTAAGCATAGCATTCAGTTTTGGE
CCTCTGTTTCTACCTAGTTCTGC

BRCAI | BRCA1-Leul080=-sil GGAAGACTTTGTTTATAGACCTCAGGTTGCAAAACACCTAATCTAAGCATAGCGTTCAATTTTGGE
CCTCTGTTTCTACCTAGTTCTGC

BRCA1 | BRCA1-Gly1201Ser-mut | GGACTCTAATTTCTTGGCCCCTCTTCGGTAACTCTGAGCGAAATGTGTATGGGTGAAAGGGCTAG
GACTCCTGCTAAGCTCTCC

BRCA1 | BRCA1-Gly1201Ser-sil GGACTCTAATTTCTTGGCCCCTCTTCGGTATCCCTGAGCGAAATGTGTATGGGTGAAAGGGCTAG
GACTCCTGCTAAGCTCTCC

BRCA1 | BRCA1-Glu1250Lys-mut | GCTATTCTTCAATGATAATAAATTCTCCTCTGTGTTCTTAGACAGACACTTGGTAGCAACAGTGCT
ATGCCTAGTAGACTGAGAAGG

BRCA1 | BRCA1-Glu1250Lys-sil GCTATTCTTCAATGATAATAAATTCTCCTCTGTGTTCTTAGACAGACATTCGGTAGCAACAGTGCT
ATGCCTAGTAGACTGAGAAGG

BRCA1 | BRCA1-lle1275Val-mut CCTCACTAAGGTGATGTTCCTGAGATGCTTTTGCCAATACTACCTGGTTACTGCAGTCATTTAAGC
TATTCTTCAATGATAATAAATTCTCC

BRCA1 | BRCA1-lle1275Val-sil CCTCACTAAGGTGATGTTCCTGAGATGCTTTTGCCAAGATTACCTGGTTACTGCAGTCATTTAAGC
TATTCTTCAATGATAATAAATTCTCC

BRCA1 | BRCAL-Thr1394lle-mut GCAAAGGACACCACACACACGCATGTGCACACACACACACGCTTTTTACCTGAATTGTTAAAATG
TCACTCTGAGAGGATAGCCC
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BRCAL | BRCAL-Thr1394lle-sil GCAAAGGACACCACACACACGCATGTGCACACACACACACGCTTTTTACCTGAGTTGTTAAGATG
TCACTCTGAGAGGATAGCCC

BRCAL | BRCA1-Asp1506Asn-mut | CTCCCAGAGCAACTGTGCATGTACCACCTATTATCTAATGATGGACATTTAGAAGGGGATGACCT
AGAAAGATAAATGGAAGG

BRCA1 | BRCA1-Asp1506Asn-sil CTCCCAGAGCAACTGTGCATG TACCACCTGTCATCTAATGATGGACATTTAGAAGGGGATGACCT
AGAAAGATAAATGGAAGG

BRCAI | BRCAL1-Asp1506Glu-mut | CTCCCAGAGCAACTGTGCATGTACCACCTCTCATCTAATGATGGACATTTAGAAGGGGATGACCT
AGAAAGATAAATGGAAGG

BRCA1 | BRCA1-Asp1506Glu-sil CTCCCAGAGCAACTGTGCATGTACCACCTGTCATCTAATGATGGACATTTAGAAGGGGATGACCT
AGAAAGATAAATGGAAGG

BRCAI | BRCA1-Glu1586X-mut GCAGAGGTTGAAGATGG TATGTTGCCAACACGAGCTGACTATGGAGCTCTGTCTTCAGAAGGAT
CAGATTCAGGGTCATCAGAG

BRCAL | BRCAL-Glu1586Xsil GCAGAGGTTGAAGATGG TATGTTGCCAACACGAGCTGATTCTGGAGCTCTGTCTTCAGAAGGAT
CAGATTCAGGGTCATCAGAG

BRCAI | BRCAL-GIn1604X-mut GCAGCAGCTGGACTCTGGGCAGATTCTGCAACTTTCAATTAGGGAACTTTCAATGCAGACGTTGA
AGATGGTATGTTGCCAACACGAGCTGACTCTGGGGC

BRCAI | BRCAL-GIn1604X-=sil GCAGCAGCTGGACTCTGGGCAGATTCTGCAACTTTCAACTGGGGAACTTTCAATGCAGACGTTGA
AGATGGTATGTTGCCAACACGAGCTGACTCTGGGGC

BRCAI | BRCA1-GIn1604=-mut GCAGCAGCTGGACTCTGGGCAGATTCTGCAACTTTCAACTGGGGAACTTTCAATGCAGACGTTGA
AGATGGTATGTTGCCAACACGAGCTGACTCTGGGGC

BRCAI | BRCA1-GIn1604=-sil GCAGCAGCTGGACTCTGGGCAGATTCTGCAACTTTCAATTGTGGAACTTTCAATG CAGACGTTGA
AGATGGTATGTTGCCAACACGAGCTGACTCTGGGGC

BRCAI | BRCAT-Intron20-mut CCATTGACCACATCTCCTCTGACTTCAAAATCATGCCGAAAGAAACCAAACACAACCCATCACGAT
AAGAGAAAGAGAAGCTTCCTTCAATGG

BRCAI | BRCAL-Intron20-sil CCATTGACCACATCTCCTCTGACTTCAAAATCATGCTGAAAGAACCCAAACACAACCCATCACGAT
AAGAGAAAGAGAAGCTTCCTTCAATGG

BRCA1 | BRCAL-Alal752Thr-mut | GAGGGAGGGAGCTTTACCTTTCTGTCTTGGGATTCTCTTGGTCGCTTTGGACCTTGGTGGTTTCTT
CCATTGACCACATCTCC

BRCAL | BRCAL-Alal752Thr-sil GAGGGAGGGAGCTTTACCTTTCTGTCTTGGGATTCTCTAGCTCGCTTTGGACCTTGGTGGTTTCTT
CCATTGACCACATCTCC

BRCAI | BRCAL-Alal752Pro-mut | GAGGGAGGGAGCTTTACCTTTCTGTCTTGGGATTCTCTTGTICGCTTTGGACCTTGGTGGTTITCTT
CCATTGACCACATCTCC

BRCAL | BRCAL-Alal752Pro-sil GAGGGAGGGAGCTTTACCTTTCTGTCTTGGGATTCTCTAGCTCGCTTTGGACCTTGGTGGTTTCTT
CCATTGACCACATCTCC

BRCAI | BRCA1-Gly1770Val-mut | GGAACTCTGGGGTTCTCCCAGGCTCTTACCTGTGGGCATGTTGGTGAACGGCACATAGCAACAG
ATTTCTAGCCCCCTGAAGATCTGG

BRCA1 | BRCA1-Gly1770Val-sil GGAACTCTGGGGTTCTCCCAGGCTCTTACCTGTGGGCATGTTGGTGAACGGACCATAGCAACAG
ATTTCTAGCCCCCTGAAGATCTGG

BRCAI | BRCAL1-Pro1812Ala-mut | GGAAGCCATTGTCCTCTGTCCAGGCATCTGCCTGCACAACCACAATTGGATGGACACCCTGGATC
CCCAGGAAGGAAAGAGCATTC

BRCAI | BRCAL-Pro1812Ala-sil GGAAGCCATTGTCCTCTGTCCAGGCATCCG GCTGCACAACCACAATTGGATGGACACCCTGGATC
CCCAGGAAGGAAAGAGCATTC

BRCA2 | BRCAZ-GluZ18Lys-mut CAGTCAGAAATGAAGAAGCATCTAAAACTGTATTTCCTCACGATACTACTGCTGTAAGTAAATAT
GACATTGATTAGACTGTTG

BRCA2 | BRCA2-Glu218Lys-sil CAGTCAGAAATGAAGAAGCATCTGAGACTGTATTTCCTCACGATACTACTGCTGTAAGTAAATAT
GACATTGATTAGACTGTTG

BRCA2 | BRCA2-Asn719Lys-mut GTTATTTATTACCCCAGAAGCTGATTCTCTGTCATGCCTGCAAGAAGGACAGTGTGAAAAGGATC
CAAAAAGCAAAAAAGTTTCAG

BRCA2 | BRCAZ2-Asn719Lys-sil GTTATTTATTACCCCAGAAGCTGATTCTCTGTCATGCCTGCAAGAAGGACAGTGTGAAAACGATC
CAAAAAGCAAAAAAGTTTCAG

BRCA2 | BRCAZ-Asp935Asn-mut | CGAACCCATTTTCAAGAACTCTACCATGGTTTTATATGGAGATACAGGTAATAAACAAGCAACCC
AAGTGTCAATTAAAAAAGATTTGG

BRCA2 | BRCA2-Asp935Asn-sil CGAACCCATTTTCAAGAACT CTACCATGGTTTTATATGGAGATACAGGTGACAAACAAGCAACCC
AAGTGTCAATTAAAAAAGATTTGG

BRCAZ2 | BRCA2-Lys1180Arg-mut | GCTGATCTTCATGTCATAATGAATGCTCCATCGATTGGTCAGGTAGACAGCAGCAGGCAATTTGA
AGGTACAGTTGAAATTAAACGG

BRCA2 | BRCA2-Lys1180Arg-sil GCTGATCTTCATGTCATAATGAATGCTCCATCGATTGGTCAGGTAGACAGCAGCAAACAATTTGA
AGGTACAGTTGAAATTAAACGG

BRCA2 | BRCAZ-Ser1882X-mut CAGTAAAGTAATTAAGGAAAACAACGAGAATAAATAAAAAATTTGTCAAACGAAAATTATG GCA
GGTTGTTACGAGGCATTGG

BRCA2 | BRCA2-Ser1882X-sil CAGTAAAGTAATTAAGGAAAACAACGAGAATAAATCCAAAATTTGT CAAACGAAAATTATGGCA
GGTTGTTACGAGGCATTGG

BRCAZ | BRCAZ-Val2728lle-mut GATACCCAAAAAGTGGCCATTATTGAACTTACAGATGGGTGGTATGCTATTAAAGCCCAGTTAGA
TCCTCCCCTCTTAGCTGTC

BRCA2 | BRCAZ2-Val2728lle-sil GATACCCAAAAAGTGGCCATTATTGAACTTACAGATGGGTGGTATGCTGTAAAAGCCCAGTTAG
ATCCTCCCCTCTTAGCTGTC

BRCAZ | BRCA2-GIn2829Arg-mut | GGAAATGTTGGTTGTGTTGATGTAATTATTCAAAGAGCATACCCTATCCGGGTATGATGTATTCTT
GAAACTTACCATATATTTC
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BRCA2 | BRCA2-GIn2829Arg-sil GGAAATGTTGGTTGTGTTGATGTAATTATTCAAAGAGCATATCCTATCCAGGTATGATGTATTCTT
GAAACTTACCATATATTTC

POLE | POLE-Ala31Ser-mut CCCTTCTTTCACTCAGGGATGATGGCGCCACTTCCTCAGTTTCGTCACTCAAGCGCCTCGAACGGA
GTCAGTGGACGGATAAGATGG

POLE | POLE-Ala31Ser-sil CCCTTCTTTCACTCAGGGATGATGGCGCCACTTCCTCAGTTTCGGCCCTCAAGCGCCTCGAACGGA
GTCAGTGGACGGATAAGATGG

POLE | POLE-Pro286Ser-mut GACATTGAGACGACCAAACTGCCCCTCAAGTTTTCTGATGCTGAGACAGATCAGATTATGATGAT
TTCCTACATGATCGATGGCCAGG

POLE | POLE-Pro286Ser-sil GACATTGAGACGACCAAACTGCCCCTCAAGTTTCCTGATGCCGAGACAGATCAGATTATGATGAT
TTCCTACATGATCGATGGCCAGG

POLE | POLE-Asp301Gly-mut GCTGAGACAGACCAGATTATGATGATTTCGTACATGATCGGTGGCCAGGTGAGCAGGTGGCTTC
TGGGAAGTAAGCTCCTGGG

POLE | POLE-Asp301Gly-sil GCTGAGACAGACCAGATTATGATGATTTCGTACATGATTGATGGCCAGGTGAGCAGGTGGCTTC
TGGGAAGTAAGCTCCTGGG

POLE | POLE-Asn363Asp-mut GGTTTGAACACGTCCAGGAGACCAAACCCACCATCATGGTCACCTACGACGGAGACTTTTTTGAC
TG GTGAGTCTGTGTCTTC

POLE | POLE-Asn363Asp-sil GGTTTGAACACGTCCAGGAGACCAAACCCACCATCATGGTCACCTACAATGGAGACTTTTTTGAC
TG GTGAGTCTGTGTCTTC

POLE | POLE-Leud24Val-mut GGTGGGTGAAGAGGGACAGTTACCTTCCTGTGGGCAGTCATAATGTCAAGGCCGCCGCCAAGGE
CAAGCTAGGCTATGATCCCG

POLF | POLE-Leud24Val-sil GGTGGGTGAAGAGGGACAGTTACCTTCCTGTGGGCAGTCATAATCTGAAGGCCGCCGCCAAGGE
CAAGCTAGGCTATGATCCCG

POLE | POLE-Alad56Pro-mut GATGGCCCTGCTCTCTGGCGTTCTCTTCTCAGACTCTGCCCACGTATTCTGTGTCAGATGCTGTCG
CCACTTACTACCTGTAC

POLE | POLE-Ala456Pro-sil GATGGCCCTGCTCTCTGGCGTTCTCTTCTCAGACTCTGGCCACATATTCTGTGTCAGATGCTGTCG
CCACTTACTACCTGTAC

POLE | POLE-Phe695lle-mut CAGCCAGTCGCAGCGAATACCATCGGATCCAGCACCAGCTCGAGTCAGAGAAGATCCCCCCCTT
GTTCCCAGAGGGGCCAGCTCGG

POLE | POLE-Phe695lle-sil CAGCCAGTCGCAGCGAATACCATCGGATCCAGCACCAGCTCGAGTCAGAGAAGTTTCCCCCCTTG
TTCCCAGAGGGGCCAGCTCGG

POLE | POLE-Arg1826Trp-mut CCCAGTACCACAACATCTATGCAGACAATCAGGTGATGCACTTCTACCGCTGGCTTTGGTCGCCAT
CCTCTCTGCTTCATGACCE

POLE | POLE-Arg1826Trp-sil CCCAGTACCACAACATCTATGCAGACAATCAGGTGATGCACTTCTACCGCTGGCTTCGTTCGCCAT
CCTCTCTGCTTCATGACCC

Gene | Names Primers sequences

s

LiG4 LIG4-Fwd CTGGAGAACAGAATTGCAGA

LiG4 LIG4-Rev TAGCAATCATATTCACGGGC

XRCC4 | XRCC4-Fwd GAGGCCAGTACAGAAAACAT

XRCC4 | XRCC4-Rev TGGAAAAGTATCCCTGAGGA
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Table S2: Odds of Pathogenicity (OddsPath) estimated by performance of classified variant controls.
In this assay, five benign and five pathogenic variants of BRCAI and BRCAZ were used as controls allowing
the estimation of the evidence strength of our classification according to Brnich et af*® guidelines.

Note: this estimate "adds 1.0" to the numerator
and denominator in order to do a calculation
4 "+1 proportions" OddsPath=[P, x (1- P1)] /
# Classified Assay result (Postatias, o) [(1- P2) xP1]
Proportion
o pathogenic (Prior, | 2 < | = o 8]
5| 8|8 P) ZE|EE| & ) g &
el el 3 2|86 2 3 2 T
2 (=] £ a e = ® o = o
a =2 2 a a
10| 5 5 0.50 5 5 0.83 0.17 5.0 0.200

Current assay -

Current assay —»

0Odds of Pathogenicity {OddsPath)

Evidence strength equivalent

<0.002%

BS3_very_strong”

<0.23 BS3_moderate*
<0.48 BS3_supporting
0.48-2.1 Indeterminate
»2.1 PS3_supporting
>4.3 PS3_moderate

PS3

PS3_very_strong

AThere are no very strong benign evidence codes included in the Richards, et al.
guidance. This category is included here for modeling purpeses only.

*Since there are no moderate strength benign evidence codes included in the
Richards, et al. guidance, moderate level evidence is equivalent to two instances of
supporting-level benign evidence
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Table S3: Variants used as silent controls or references with their classification according to different

databases.

Benign mutations are shown in green (+), unreported mutations are shown in yellow (?), mutations with
conflicting interpretation are shown in orange (+/-), pathogenic mutations are shown in red (-) and
intermediate mutations are shown in blue (1}.

i Amino . & b g )
Nl::ll::;fe acid Exon 'g % g ;? § Characterized variant
change b E a g a

BRCAl co3cT lle31= 3 ? ? |?  |ile314sn
BRCALl c9sG-a Lys32= 3 ? ? |?  |lle31Asn
BRCALl ca42-12¢T 3 ? ? ? | Glu149ala, Thris0Ala
BRCAl c4500-G6 Thr150= 3 ? |? |? | Glu149Ala, Thri50Als
BRCA1l cs37¢T Tyr179= 8 7 ?|? | Tyri79cys
BRCA1l c546G>A Leul82= 8 ? ? |?  |Tyr179Cys
BRCA1l c573T>A Val191= 8 7 ? |?  |valoiasp
BRCA1 c579G6>A Lys193= 8 _ Val191Asp, Cys197Cys
BRCAl c5910T Tyr196= 8 Cys197Cys
BRCALl c633a>T Gly211= 10 ? |? |? |aGIn210GIn
BRCAl ce636C>G Thr212= 10 ? |? |? [GIn210GIn
BRCA1l czd0c-A Ala280= 11 ?O[? |?  |Leu29ix
BRCA1 cag73aG Leu291= 11 ? |? |?  [Leuzoux
BRCAL c1254G>A Glud18= 11 ? Tyra22x
BRCALl c1266T>C Tyrd22= 11 i Tyra22x
BRCAL c1386G>A  Gly462= 11 ? Gly462Arg
BRCA1 c.1404G>A Lys468= 11 i Gly4624Arg
BRCALl c29280>T Asn976= 11 ? Arg979Cys
BRCA1l ¢.2937T>C Arg979= 11 ? ? |7 | Arg979Cys
BRCAL c3243T>C Asn1081= 11 2 - Leu1080=
BRCAl c3261G>A Gly1087= 11 ? [? |? |Leuloso=
BRCAl c3504C>G  Leul198= 11 2 |2 |7 |Gly1201Ser
BRCALl c3603T>A Gly1201= 11 ? [? |? |Gi12015er
BRCA1l c3733CT Thri1246= 11 " Glu1250Lys
BRCAl c3750G>A Glu1250= 11 ? Glu1250Lys
BRCAL1 c.3825A>C lle1275= 11 ? lle1275Val
BRCAL c.3834G>A Lys1278= 11 ? lle1275Val
BRCAl c4173G=A lle1391= 12 ? O [? 1?7 |Thri3sdle
BRCALl c4179CA Thr1393= 12 ? [? |? |Thri3gdie
BRCA1l casp3c>T Cys1501= 15 +/- Asp1506Asn, Asp1506Glu
BRCAl c4518T>C Asp1506= 15 ? Asp1506Asn, Asp1506Glu
BRCAl ca7s520T Ala1584= 15 ? Glu1586X
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BRCA1 c.4758G>A Glu1586= 15 ? |? |Gluissex
BRCA1l 479106 Thr1597= 16 ? [? |? |GIn1604X, GInl604=
BRCA1 casoacA Prol603= 16 ? |? |? [Glniso4=
BRCALl c4812A>G  GIn1604= 16 _ Gln1604X
BRCAl ¢5194-28¢C>G 20 7O [? |7 |cs194285G
BRCAl ¢5194-10T>G 20 ?O|? |? [c51942856
BRCA1 c5256A>T Alal1752= 20 ? ? |? | Ala1752Thr, Ala1752Pro
BRCA1l c5268G>A GIn1756= 20 ? Ala1752Thr, Ala1752Pro
BRCA1 cs3106>T Gly1770= 21 ? Gly1770val
BRCA1 c53130G Pro1771= 21 ? ? | Giya770val
BRCALl c5415¢T His1805= 23 ? |? |Pro1g12aa
BRCALl c5436A5G Pro1812= 23 +/-|? [? |Pro18124la
BRCA2 c6548>G Glu218= 8 ? O |? |? [Glu2islys
BRCA2 c669T>C His223= 8 ?O|? |?  [Glu2islys
BRCA2  ¢2139G>A GIn713= 11 ? (7?7 |7 |Asn71olys
BRCA2 c2157T>C Asn719= 11 ? O [? |? |Asn719lys
BRCA2 27960 Asp932= 11 ? O |? |?  [Asp93sasn
BRCA2  c.2805T>C Asp935= 11 ? Asp935Asn
BRCA2 c35100T Ala1170= 11 +/-|? |? |Lys1180arg
BRCA2  c.3540G>A Lys1180= 11 ? O |? |?  [Lys1180Arg
BRCA2  c5646A>C Ser1882= 11 ? |7 |? |serizsx
BRCA2  c5655C5T Cys1885= 11 ? [? |?  |serissax
BRCA2  c.8184T>A Val2728= 18 ? O ? |? |vaR728lle
BRCA2 c3187G>A Lys2729= 18 ? Val2728lle
BRCA2  c.8478C>T Tyr2826= 19 ? |G ? | GIn28294rg
BRCA2 c.38484A>C 1le2828= " ? |?  |GIn2829Arg
v -
Nucleotide ZE E é Characterized
change g S variant
i & 2
5= 5
POLE  c93a>C Ala3l= 2 ? | Ala3iSer
POLE  c105G6>C Leu3s= 2 ?  |Ala3iser
POLE  c864T>C Ala288= 9 ? | Pro2s6Ser
POLE  cg74csT Asp291= 9 ? | Prozseser
POLE ¢.891C>G Ser297= 9 ? | Asp301cly
POLE  cooocT 1le300= 9 ?  |Asp3oicly
POLE ¢.1089C>T Asn363= 11 ? | Asn363Arg
POLE  ¢1092G>A Gly364= 11 ?  [Asn3saarg
POLE  c127206G Leu424= 13 ?  |Leud2aval
POLE  c1278G>C Alad26= 13 ? | Leud2aval
POLE  c1360-6C>T 14 ? | Alads6Pro
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POLE  c1371G>A Thr457= 14 - ? | Alagsepro
POLE  ¢2070G>C Leu690= 19 ? [? [Phesosile
POLE  czo850T Phe695= 19 +/=|? |Phesssile
POLE  csa4sceT Asn1815= 40 ? O |? |?  |Argis26Trp
POLE  c5478G>T  Argl82e= 40 - 7 [Arg1826Trp
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DISCUSSION ARTICLE 3

Suite aux premiers résultats que nous avons obtenus dans les lignées diploides et
aux résultats de SGE publiés par Findlay et son équipe3%%:3%7, la lignée cellulaire HAP1 a été
selectionnée comme modeéle d’étude. Dans un premier temps, nous avons réalisé une
lignée haploide polyclonale KO du géne LIG4 essentiel au fonctionnement de la voie de
réparation des jonctions non homologues alternative a la RH lors de cassures double brin
de I’ADN. Cette modification permet de favoriser la RH, augmentant I'efficacité d’édition et

limitant les effets hors cibles.37>

Dans notre modele, les genes BRCA1 et BRCA2 sont essentiels, l'insertion de
mutations pathogeénes entraine donc la mort des cellules éditées, facilitant le criblage et
donnant une indication quant a sa conséquence fonctionnelle. Afin d’avoir un contréle
d’édition, nous réalisons en paralléle I'édition d’'une mutation silencieuse, évaluée non
pathogéne dans les bases de données, en présence du méme ARNg que la mutation
d’intérét. Enfin, permettant a la fois la comparaison de |'efficacité dans les deux conditions
et une amélioration de l'efficacité d’'édition par limitation des phénoménes de réédition,

une seconde mutation silencieuse est insérée au niveau du PAM ou 3 nucléotides en amont.

Cette approche a permis I'étude de 33 variants BRCA : 10 variants d’interprétation
connue (bénins ou pathogénes) utilisés comme contréles et 23 VSI (variants non classifiés
ou d'impact fonctionnel indéterminé). A l'issue de I'édition et du séquengage de ces 23 VSI,
le score fonctionnel que nous proposons a rapporté 15 variants fonctionnellement
normaux, 6 variants fonctionnellement anormaux et 2 variants de conséquences
« intermédiaires » (p.Leu1080= et c.5194-2A>G). Cependant, ce score nécessite d'étre
consolidé sur un échantillonnage plus important pour étre plus discriminant, cela pourrait
permettre de classer le variant p.Leu1080= qui est a la limite de la pathogénie. Le variant
€.5194-2A>G avait été testé dans l'article 2 montrant un saut d’exon 20 de BRCA1 mais
un impact transcriptionnel mineur corrélé a la rechute précoce sous iPARP. Cette
observation suggére a nouveau l'importance de I'’étude des niveaux d’expression des

transcrits aberrants.

L'essentialité des génes suppresseurs de tumeurs est une caractéristique centrale
de notre modeéle qui peut étre appliqué a d’autres génes essentiels. Pour illustrer cela, nous
avons étendu notre approche a I'étude de variants du géne POLE codant la polymérase
epsilon. En effet, les altérations pathogénes du domaine exonucléase du gene POLE ont
aujourd’hui un double enjeu en génétique tumoral. D'une part ces altérations POLE,
souvent accompagnées d’un phénotype tumoral hypermuté3’®, pourraient constituer un
biomarqueur d’une sensiblité accrue aux inhibiteurs de checkpoints immunitaires3’”.

D’autre part, ces mutations POLE participent a la nouvelle classification moléculaire des
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cancers de l'endomeétre basées sur les données TCGA, les tumeurs POLE mutées
constituant une classe a part entiére associée a un bon pronostic et a des recommandations
de désescalade thérapeutique.3’837° En génétique constitutionnelle, ces variations
pathogénes de POLE ont été associées a une prédisposition héréditaire au cancer
colorectal.38 Sept variants de POLE ont été testés : 4 variants contrbles déja classifiés et
3 VSI. Bien que notre modéle semble tout a fait applicable a la caractérisation des variants
de POLE, une discordance a été relevée pour la mutation p.Leu424Val : classée pathogene
dans les bases de données ClinVar et OncoKB, notre approche a rapporté un score plutot
associé a un impact fonctionnel neutre pour ce variant. Il a été observé que le changement
d’AA au niveau de la leucine 424 n’était pas toujours associé a un phénotype hypermuté.38!
L'absence d’hypermutation en cas de changement leucine en valine pourrait expliquer
pourquoi I'édition n’est pas une conséquence létale dans notre modéle. Cette discordance
ne remet donc pas en question l'impact de cette mutation sur la prédisposition au cancer
colorectal. Une autre hypothése pouvant expliquer cette discordance serait un temps
d’incubation insuffisant suite aux transfections successives, ne permettant pas

I'accumulation de mutations conduisant a la mort cellulaire.

La mise au point de cette méthodologie permet donc la caractérisation fonctionnelle
de VSI de tous les génes suppresseurs de tumeur essentiels dans un modeéle unique et ce

dans un délai de 3 semaines compatible avec les impératifs cliniques.

L'une des principales contraintes actuelles de notre test fonctionnel est I'obligation
de disposer d'un motif PAM suffisamment proche de la mutation d’intérét pour chaque
cible. Les technologies CRISPR et leurs nucléases programmables guidées par I'ARNg ne
cessent de se développer et offrent une flexibilité de plus en plus importante pour le ciblage
de I'ADN. Le répertoire de nucléases disponibles s’étoffe progressivement avec de
nombreuses séquences PAM possibles, permettant d’augmenter le champ des variants que
nous pourrons évaluer a [l'avenir. Récemment des nucléases fonctionnant sans
reconnaissance PAM ont été développées3®? de méme que des fusions de Cas avec des
retrotranscriptases permettant d’éditer fidélement une séquence sans coupure double brin
de I'ADN génomique ou « Prime editing » pour ne citer que quelques innovations autour
de cette rupture technologique. Ainsi, il est maintenant clair que la versatilité de I’édition
génomique va prendre une place incontournable dans I'analyse fonctionnelle de variants

en cancérologie au sens large.
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DISCUSSION GENERALE ET
PERSPECTIVES
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Depuis une quinzaine d’années, la médecine personnalisée est devenue réalité et
s’est considérablement développée en oncologie. Les thérapies ciblées font désormais
partie de l'arsenal thérapeutique au méme titre que la chirurgie, la radiothérapie et les

chimiothérapies.

Les enjeux actuels de la médecine de précision sont multiples :

- Prédire la réponse au traitement : au-dela de I'anomalie moléculaire ciblée, il est
essentiel d'identifier d’autres facteurs prédictifs de la réponse au traitement afin
d’administrer le médicament uniquement aux patients qui en tireront un bénéfice pour
éviter toute perte de temps, pour réduire le risque d’effets indésirables et éviter des
colits inutiles. Ces facteurs peuvent étre cliniques ou encore biologiques
(caractéristiques moléculaires, statut immunologique, signatures...). Afin de les révéler,
certaines études a grande échelle ont été lancées, internationales (TCGA, International
cancer genome consortium ou ICGC) ou nationales (Plan France Médecine Génomique).

- Lutter contre les résistances : les thérapies ciblées ont souvent une durée d’action
limitée. Ces résistances sont trés certainement le résultat de mécanismes adaptatifs
rendus possibles par I'hétérogénéité des cellules cancéreuses qui coexistent au sein
d’'une méme tumeur. L'identification de ces résistances et la prédiction évolutive des
tumeurs sous pression des traitements devraient permettre de prévoir la stratégie
thérapeutique et d’offrir de nouvelles cibles thérapeutiques.

- Augmenter l'efficacité et la tolérance : des équipes travaillent a I'amélioration des
thérapies ciblées déja disponibles pour les rendre encore plus spécifiques de leur cible,
accroitre leur efficacité et réduire leurs effets secondaires.

- Mieux cibler les tumeurs : la connaissance de I'environnement tumoral et les avancées
pharmacologiques ont permis I'émergence des anticorps conjugués (ADC, Antibody
Drug Conjugates) dont des dizaines sont actuellement en développement. Le principe
repose sur des anticorps spécifiques d’antigénes tumoraux utilisés comme vecteurs afin
de diriger une chimiothérapie au sein de la tumeur.

- Améliorer la prévention : la médecine de précision permet d’identifier une éventuelle

prédisposition a une maladie et ainsi d'offrir une prévention adaptée et personnalisée.

Cette thése a été focalisée sur l'identification de marqueurs moléculaires donnant acces
a des thérapies ciblées reposant sur deux principes fondamentaux : I’addiction
oncogénique et la létalité synthétique. Deux principaux volets ont été abordés : les
méthodologies de détection des acides nucléiques biomarqueurs, le choix technique étant
directement en lien avec la qualité et le délai de rendu du résultat, et la caractérisation

fonctionnelle de variations génétiques, conditionnant I’efficacité des thérapies ciblées.

La premiére partie de ce travail, avec I'exemple des variants EGFR et du CBNPC, a

illustré a quel point les technologies NGS maximisent les chances du patient de bénéficier
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d’une thérapie ciblée, plus efficace et moins toxique que les chimiothérapies classiques. En
effet, Le NGS offre une grande sensibilité analytique, permettant la détection de cibles
dans des échantillons de tissus pauvres en cellules tumorales et dans I’ADNtc. Par ailleurs,
le NGS donne l'information la plus compléte par I'exhaustivité des cibles recherchées
simultanément et I'opportunité de travailler sur ADN et ARN. Apres l'essor des thérapies
ciblées, cette généralisation du NGS et la production phénoménale de données génomiques
et transcriptomiques a donné naissance a une deuxieme révolution en cancérologie avec
I'arrivée du big data moléculaire et I'émergence de bases de données de grande dimension,
telles que TCGA. Ces bases de données issues du « profilage moléculaire » centralisent des
données <« omics » (génomique, transcriptomique, épigénomique, protéomique,
métabolomique) dans toutes les localisations tumorales. Ces progrés permettent déja

d’identifier des altérations d’intérét diagnostique, pronostique ou thérapeutique.

La deuxieme partie de cette these s’est intéressé a la caractérisation fonctionnelle des
VSI, en prenant I'exemple des génes BRCA et de la prescription des thérapies ciblées par
iPARP. Nous avons constaté une implémentation progressive d’outils prédictifs in silico.
Des outils d'intelligence artificielle ont récemment été proposés pour caractériser classifier
des variants BRCA. IIs intégrent des données de la littérature, la structure du géne et de
la protéine, des données de conservation entre les espéces. En utilisant le « machine-
learning » sur la base de données ClinVar, Favalli et al. ont ainsi développé un algorithme
de classification de variants.383 Cependant, pour veiller a 'homogénéité de l'interprétation
des variants dans une méme thématique, il serait intéressant de s’accorder sur les outils
de prédiction a interroger et des scores de confiance qu’on peut leur attribuer. Associé a
la prédiction, des tests biologiques fonctionnels sont donc indispensables pour évaluer ces
VSI et affiner les algorithmes d’évaluation des scores de pathogénicité. Des avancées
technologiques majeures, telles que l'ingénierie ciblée du génome par I'utilisation des
technologies CRISPR-Cas9 et ses déclinaisons multiples, dont les limites d’utilisation
diminuent a une vitesse vertigineuse, sont extrémement prometteuses en particulier en
génomique fonctionnelle. Enfin, face a un nombre croissant de VSI mis en évidence dans
les tumeurs, des bases de données de variants somatiques annotés et validés ouvertes a
la communauté scientifique se mettent en place. Par exemple la base francaise SoVad,
initée par le GFCO, a pour objectif de permettre I’'hnomogénéisation des interprétations des
variants somatiques détectés sur les génes ayant une application dans la prise en charge

des tumeurs solides.

L'optimisation de cette médecine personnalisée est un des objectifs de la stratégie
décennale de lutte contre les cancers 2021-2030 insistant pour que lI'innovation bénéficie
a tous les patients (AXE 4 du Plan Cancer). En effet, malgré la caractérisation de plus en

plus performante des cibles pharmacologiques moléculaires des tumeurs comme critére de
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prescription, il persiste une proportion importante de patients qui restent insensibles
d’emblée ou dont la sensibilité évolue négativement au cours du traitement. Cette
remarque indigue clairement que |'aspect prédictif de réponse a une thérapie ciblée sur la
base de caractéristiques génétiques ciblées est largement insuffisante. Cette limitation est
ainsi responsable de perte de chance et d’'une dégradation de qualité de vie pour nombre
de patients. Elle induit par ailleurs des colts inutiles de traitement. On peut en outre noter
gue durant ces derniéres années, malgré I’'extréme puissance de la production de données
génomiques, celle-ci se limite en pratique clinique au maximum a I'exome soit 2 a 3% du
génome et en général aux altérations génomiques altérant les séquences codantes des
protéines, les sites d'épissage des ARN voire quelques marques épigénétiques. Méme si
ces étapes ont prouvé leur utilité pour la prise en charge des patients, il est illusoire de
penser que la recherche des altérations ciblables et correctement annotées avec quelques
données clinico-biologiques seront suffisantes pour prédire la réponse ou la résistance
tumorale a une thérapie. A l'avenir, I'analyse génomique moléculaire des tumeurs et du
patient devra prendre en compte les mutations silencieuses ainsi que les altérations non
codantes présentes dans I'ensemble du génome. Par exemple concernant les mutations
silencieuses présentes dans les séquences codantes, la redondance du code génétique et
la préférence d’utilisation de ce dernier par les cellules générent un autre niveau
d'information génétique qui peut étre relié¢ a des altérations cellulaires directes ou
indirectes de plus ou moins grande importance sur le comportement de la tumeur. De
méme, l’ensemble des altérations génomiques tumorales et/ou constitutionnelles non
codantes identifiées comme le « dark genome » ou la « genomic dark matter » est
clairement un niveau d’information largement sous exploité. Ainsi pour l'avenir on peut
imaginer que l'analyse comparative somatique et constitutionnelle de génome entier
associée a celle du transcriptome pourra permettre d’améliorer significativement la

personnalisation thérapeutique en cancérologie.

L'exploitation conjointe par les méthodes d’intelligence artificielle de ces données
multiomiques en masse qui sont en constante progression n’est qu’a son début, et il ne
fait aucun doute que dans un premier temps elle fera progresser la connaissance biologique
intime des tumeurs au sein du patient. Dans un second temps, de concert avec I'ensemble
des multiples caractéristiques clinico-biologiques de chaque patient, ces nouvelles
méthodologies feront progresser la prise en charge individualisée des malades dans le but

ultime de guérir les patients et sans doute d’améliorer la prévention de la cancérogéneése.
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Apport du séquengage haut débit et de la caractérisation fonctionnelle de variants
somatiques pour I’accessibilité aux thérapies ciblées en oncologie

Mots clés : thérapie ciblée, EGFR, BRCA1/2, VSI, test fonctionnel, CRISPR-Cas9

Résumé : Le récent changement de paradigme
lie au développement de Ila médecine
personnalisée en oncologie nécessite une
évolution des pratigues impliquant les
laboratoires de génétique moléculaire des
cancers.

Le premier volet de ce travail repose sur les
enjeux technologiques de la détection des
mutations du géne EGFR pour permettre une
prise en charge optimisée des patients éligibles
aux thérapies ciblées dans les cancers
bronchiques non a petites cellules au diagnostic
et lors des récidives. Le séquencage haut débit
s’est ici présenté comme la meilleure alternative
pour identifier les mutations de sensibilité et de
résistance acquise de 'EGFR.

Le deuxiéme volet de cette thése concerne

l'interprétation biologique des altérations
génétiques de la tumeur, en particulier les
variants des génes suppresseurs de tumeur
BRCA1 et BRCAZ2 conditionnant la sensibilité
aux thérapies ciblées par inhibiteurs de PARP.
Deux approches de caractérisation
fonctionnelle de variants de signification
incertaine (VSI) ont été utilisées, toutes deux
réalisables dans un temps compatible avec les
impératifs cliniques. La premiére consiste a
caractériser des défauts d’épissage a partir
d’ARN tumoral du patient par RT-PCR et
clonage rapide des produits de RT-PCR. La
deuxiéme est une évaluation rapide in vitro des
VS| par édition du génome en utilisant la
technologie CRISPR-Cas9 et un score
fonctionnel.

Contribution of new generation sequencing and functional characterization of somatic
variants for the accessibility of targeted therapies in oncology

Keywords : targeted therapies, EGFR, BRCA1/2, VUS, functional impact, CRISPR-Cas9

Abstract : The recent paradigm shift related to
the development of personalized medicine in
oncology requires an evolution of practices
involving cancer molecular genetic laboratories.

The first part of this work is based on the
technological challenges of EGFR gene mutation
detection to enable optimized management of
patients eligible for targeted therapies in non-
small cell lung cancer at diagnosis and
recurrence. New generation sequencing was the
best alternative to identify EGFR sensitivity and
acquired resistance mutations.

The second part of this work concerns the
biological interpretation of genetic alterations in

the tumor, in particular variants in the tumor
suppressor genes BRCA1 and BRCA2
conditioning the sensitivity to PARP inhibitor
targeted therapies. Two approaches for
functional characterization of variants of
uncertain significance (VUS) were used, both of
which can be achieved in a time frame
compatible with clinical imperatives. The first
one consists in characterizing splicing defects
from patient tumor RNA by RT-PCR and rapid
cloning of RT-PCR products. The second is a
rapid in vitro evaluation of VUS by genome
editing using CRISPR-Cas9 technology and a
functional score.
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